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Introduction. 


D’aprés des observations récentes, 11 semble que les bactéries 
infectées par un bactériophage cessent de se diviser (Luria et 
Delbriick, 1942) et de s’accroitre (Cohen et Anderson, 1946). Dans 
Vespoir d’arriver 4 préciser la nature et les conséquences de ce 
phénoméne, nous avons entrepris d’étudier les effets de ]’infection 
par Je bactériophage sur la formation et l’activité d’un constituant 
déterminé de la cellule bactérienne, en |’espéce un enzyme. On 
sait que la majorité des enzymes attaquant les glucides, chez 
diverses bactéries, sont des enzymes dits « adaptatifs », dont la 
synthése n’a lieu qu’en présence de leur substrat. Cette adaptation 
est rigoureusement spécifique (Karstrém, 1938 ; Monod, 1942) et 
en général assez rapide, circonstances favorables aux essals que 
nous envisagions. 

Le présent travail expose les résultats obtenus concernant 

._l’activité et la formation des enzymes attaquant le glucose et le 
lactose chez Escherichia coli infecté par un bactériophage. Cer- 
tains de ces résultats avaient été bri¢vement résumés dans une 
note préliminaire (Monod et Wollman, 1947). 


\ 
(*} Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1947. 
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Souches et techniques employées. 


1° Soucnes. — Nous avons utilisé la souche d’E. coli « B » des 
auteurs américains [V. Delbrick, 1946] (1). Cette souche se déve- 
loppe bien dans les milieux synthétiques. Son taux de croissance, 
pendant la phase exponentielle, en culture agitée a 37°, avec du 
‘glucose comme aliment carboné, correspond a une division toutes 
les cinquante minutes environ. 

Le bactériophage employé (¢ II) a été isolé par Elie Woll- 
man (1947). Ses dimensions n’ont pas été déterminées. I] semble 
cependant qu’il s’agisse d’un petit phage, car les plages formées 
sont assez grandes (1 43 mm.). De plus, la « phase latente » de 
l’infection est courte et la thermosensibilité élevée. Les tests d’acti- 
vité effectués avec ce virus sur une série de souches mutantes 
du coli « Bordet » (2) montrent qu’il est distinct de tous les phages 
du « systeme T » étudiés par Demerec et Fano (1945) [V. aussi 
a ce sujet Delbrick, loc. cit.|, Les caractéres du sérum anti-9 Il 
(réactions croisées avec d’autres phages) n’ont pas été déterminés. 


2° Mixieux. — Nous avons employé le milieu suivant (milieu S,) : 
BO) Ry eh adld le ate oe Soke eee ee 4, 


5 g. 

PO,NaoH, 2H,O Pe fee Cee, eT GP CORT er at foes 16,5 g. 
SOP More O'', Woe ee ay am cen ey came mt hein hice sta cae 0,2 ¢g. 
CUNET Sat Re cuants. siberian tt tolls Rca a Aeoey late ye etn ee se cee ae 2,0 g. 
CliGae. yet A psa Ro RRS cos ced ci oaced eatin ge ae ee 0,01 g. 
OA OG sedis CMe erem an Doran a eerie Scale mmiouine SX 0,0005 g 
Bawredistilcersurebyrexwt os -a- arene q. Sp 4.000 
1) 5 Ce aie hac OM ANIA iia SRS NC REE Gite is lento WA oo 1,5 


A ce milieu de base est ajouté un aliment carboné (glucose ou 
lactose) en concentration variable suivant les besoins expérimen- 
taux. ‘Les glucides employés sont stérilisés 4 part, par filtration. 


3° PREPARATION DES SUSPENSIONS DE « BACTERIES CARENCEES ). 
— Les cultures, en milieu S, a 2 p. 1.000 de glucose, sont ense- 
mencées au 1/100 (1 cm® d’une culture de la veille, pour 100 cm* 
de milieu), en fioles coniques, et agitées pendant vingt-quatre 
heures a 37°. Dans ces conditions, la croissance est limitée uni- 
quement par |’épuisement du glucose (V. a ce sujet Monod et 
Audureau, 1946). La densité optique des suspensions ainsi pré- 
parées est constante, ainsi que le nombre de bactéries « vivantes » 
(c’est-a-dire donnant une colonie par ensemencement sur gélose 
ordinaire) qui est d’environ 1,8 x 10° par centimétre cube ; 
Vintensité respiratoire (en présence de glucose) se montre égale- 
ment constante. La respiration endogéne est négligeable. La 


(1) Cette souche nous a été trés obligeamment envoyée par M. Det- 
BRUCK. 


(2) Elie Wonuman, ces Annales (sous presse). 
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croissance de ces suspensions reprend au taux normal, ou peu 
s’en faut, dés que du glucose est ajouté au milieu. 


4° PREPARATION DES SUSPENSIONS DE BACTERIOPHAGE. — Etant 
donné le type d’expérience envisagé, il importait d’obtenir des 
suspensions dépourvues d’aliment carboné utilisable par les bac- 
téries (glucose restant ou substances mises en solution par la lyse 
des bactéries). La technique suivante a été adoptée : une 
« culture carencée » standard est additionnée de 2 p. 1.000 de 
glucose, et de bactériophage ¢ II en proportion telle qu’il y ait 
approximativement autant de particules de virus que de bactéries. 
La lyse est compléte en une heure et demie environ a 87°. Le 
lysat est alors ensemencé largement avec une souche de E. coli 
[souche B, de Wolman (loc. cif.)| résistante au phage ¢ II, et la 
fiole est agitée pendant vingt-quatre heures encore a 37°. Une 
culture abondante de B, s’y développe. Le « facteur limitant » de 
la croissance étant encore dans ce cas |’aliment carboné, le milieu 
se trouve de nouveau épuisé en substrats carbonés utilisables par 
E. coli. Les bactéries et les débris bactériens provenant de la lyse 
sont éliminés par centrifugation (8.000 t./m. pendant vingt 
minutes). Le lysat est utilisé tel quel. Son titre en particules de 
virus par centimétre cube est de l’ordre de 2 a 4 x 107°. 


5° PREPARATION DES SUSPENSIONS INFECTEES. — La suspension 
carencée standard est additionnée d’un volume égal d’une sus- 
pension de bactériophage amenée par dilution a dix fois le titre 
(bactérien) de la suspension carencée. Ce mélange est agité pen- 
dant dix minutes 4 37° et constitue ce que nous appellerons la 
« suspension infectée standard ». Nous avons vérifié (par centri- 
fugation et détermination du titre du liquide surnageant) qu’a ce 
moment la proportion de particules adsorbées sur les bactéries - 
est d’environ 75 p. 100. L’indice d’adsorption (« multiplicity » des 
auteurs américains), c’est-a-dire le nombre moyen de phages 
adsorbés par bactérie, est donc de 6 a 8. 

On sait d’autre part (Luria et Delbriick, 1942) que dans les 
suspensions infectées la distribution des fréquences des bactéries 
infectées par 0, 1, 2, etc., particules est conforme a la loi de 
Poisson. La fraction de bactéries non infectées est donnée par le 
premier terme de la série de Poisson. Si m représente la multi- 
plicité de l’infection, cette fraction est égale a e—” ; elle est donc 
négligeable dans la « suspension infectée standard » (de l’ordre 
de 10—%). 


6° TECHNIQUES DE CULTURES ET DE MESURES. — Pour la détermi- 
nation de la croissance et de la lyse, nous avons adopté les tech- 
niques décrites précédemment par l’un de nous (Monod, 1942). 
En bref : cultures en fioles coniques agitées au sein d’un ther- 
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mostat de Warburg (a 37° ou 28° suivant les cas). Les fioles sont 
munies d’un dispositif de prélévement. La croissance (ou la lyse) 
est évaluée par mesure de la densité optique des suspensions dans 
l'appareil de Meunier. Dans les conditions de nos mesures, 
et pour les cultures en voie de croissance, l’unité de densité 
optique correspond approximativement 4 10° « bactéries de réfé- 
rence » (8) par centimétre cube. 

Les titrages de bactériophage ont été affectués par la méthode 
de Gratia (1936) : mélange de la suspension diluée de virus avec 
une suspension épaisse de bactéries dans de la gélose 4 6 p. 1.000, 
maintenue a l’état liquide 4 42°. Etalement a la surface d’une 
botte de Petri contenant de la gélose ordinaire 4 15 p. 1.000. 
Numération des plages formées. 


7° CALCUL DE LA CORRECTION DE DENSITE OPTIQUE POUR LES SUS- 
PENSIONS LyskES. — II] est sans doute difficile d’attribuer une signi- 
fication quantitative précise a la densité optique d’une suspension 
bactérienne en train de se lyser. Dans une culture en vole de 
croissance, et partiellement infectée, les variations de densité 
optique représentent en premiere approximation, la somme algé- 
brique de la croissance et de la lyse et il est impossible de faire la 
part de chaque phénoméne dans le résultat final. Dans certaines 
conditions, cependant, il est possible d’apporter aux données 
immédiates de l'appareil de mesures, une correction utile. 

En effet, si toutes les bactéries sont infectées (ce qui est. prati- 
quement le cas dans nos « suspensions infectées standard) ; si, 
d’autre part, l’accroissement de densité optique des bactéries 
infectées est nul ou négligeable (ce qui parait bien étre le cas, 
comme nous le verrons plus loin), on peut admettre que les varia- 
lions de densité optique résultent uniquement de la lyse des 
bactéries. 

Mais la lyse des bactéries se traduit par deux effets : 

1° Une baisse de la densité optique de la suspension bacté- 
rienne, baisse proportionnelle au nombre de bactéries lysées ; 
2° un accroissement de Ja densité optique du milieu, accroisse- 
ment résultant de la dissolution de la substance bactérienne, et de 
la formation de grumeaux rassemblant des débris bactériens. 

Sl nous posons : 

x = densité optique propre des bacteéries ; 

B = densité optique de base (c’est-a-dire densité optique du 
milieu neuf, sans bactérie) ; 

D = densité optique totale ; 
na = accroissement de la densité optique de base, résultant de 
a lyse ; . 


(3) C’est-a-dire de la taille observée pendant la phase exponentielle. 
V. Monon, 1942, p. 20. 
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on a, a tout moment 
x=D—B—AB (A) 
au début de lexpérience, avant que la lyse ne commence : 
®o = Do —B (puisque AB = bi 
a la fin, lorsque la lyse est totale, c’esi-d-dire lorsque pratique 
ment toutes les bactéries sont détruites : 
ABr = Dr — B (puisque Ol 
D’autre part, en admettant, ce qui est raisonnable, que AB soit 


a tout moment proportionnel au nombre de bactéries qui se sont 
lysées depuis le début de l’expérience : 


AB 
B = (ao — 2) ae a (2) 
(Xo == x)ABr 


= ———_——__ (puisque x= O) 
en posant D — B = E (densité optique « non corrigée ») et : 


eo tae Ma 


(coefficient assez variable suivant les conditions, 4 calculer pour 
chaque expérience). 
On a, en combinant 1 et 2 


> BE ABy 
a ee 


Cette correction s’avére utile dans certains cas, et se justifie par 
l’expérience, en particulier lorsqu’il s’agit de comparer la « lyse 
optique » avec d’autres données expérimentales, -Mais le probléme 
est fort complexe, et nous ne prétendons nullement que |’emploi 
de cette correction permette de donner une signification quanti- 
tative précise 4 la densité optique des cultures lysées. 

Pour la construction des graphiques, nous utiliserons selon 
les eas la densité optique non corrigée (E) ou corrigée (x). 


Résultats expérimentaux. 


I. — Essats PRELIMINAIRES SUR LA MULTIPLICATION 
DU BACTERIOPHAGE o Il. 


La question de la multiplication du bactériophage n’ayant, pour 
le probléme qui nous occupe, qu’ une importance accessoire, nous 
résumerons briévement les essais préliminaires effectués, afin de 
déterminer les « constantes de croissance » de notre souche. 

Nous avons adopté pour cela les méthodes introduites par 
Delbrtick et ses collaborateurs (Ellis et Delbriick, 1939 ; Delbriick 
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et Luria, 1942). On sait que le principe de la méthode ‘consiste 
4 infecter une suspension bactérienne dense, pour obtenir une 
adsorption trés rapide du bactériophage, puis a diluer en pro- 
portions assez élevées pour que la vitesse d’adsorption devienne 
négligeable. On peut alors suivre par titrage la libération des 
particules de virus néoformées. Pour plus de détails, nous ren- 
voyons aux publications citées. Disons simplement qu’en employant 
ces méthodes, nous avons retrouvé tous les éléments du « cycle 
de multiplication » (one step growth) décrit par Delbriick et ses col- 
laborateurs : phase latente (latent period), phase d’accroissement 
non exponentielle (rise period), maximum. 

Les résultats trouvés sont les suivants : 

1° Durée de la phase latente : quinze a dix-huit minutes a 37° 
en milieu S, glucosé, lorsqu’on emploie des bactéries prélevées 
pendant la phase exponentielle, soixante minutes a 28°. 

Avec les suspensions carencées, diluées en milieu S, sans ali- 
ment carboné, on n’observe, a 28° et a 37°, aucune multiplication, 
méme aprés plusieurs heures (4). 

Lorsqu’on infecte une suspension carencée, puis qu’on la dilue 
en milieu glucosé, la durée de la phase latente comptée a 
partir du moment ow les bactéries se trouvent en contact avec le 
glucose, est de quinze 4 vingt minutes 4 37°, de soixante 4 soixante- 
dix minutes 4 28°. 

2° Nombre de particules de virus libérées par bactérie. — De 
Vordre de 100 avec des bactéries prises en phase exponentielle. 
Sensiblement plus faible avec les « suspensions infectées » diluées 
en milieu glucosé (de 25 a 50 suivant les cas). 


II. — La LysE DES BACTERIES EN PRESENCE OU EN L’ ABSENCE 
DUN SUBSTRAT CARBONE. 


La figure 1 exprime les résultats d’une expérience qui a été 
répétée sous diverses formes, a plusieurs reprises : 20 cm? d’une 
suspension infectée sont ajoutés 4 200 cm* de milieu S,, 1° glu- 
cosé a2 p. 1.000 ; 2° sans substrat carboné. Un témoin est cons- 
litué par une suspension additionnée en mémes proportions d’une 
suspension de virus inactivé par chauffage (quinze minutes a 70°). 
Les trois suspensions sont mises en fioles coniques agitées a 37°. 
La densité optique est déterminée de cing en cinq minutes A 
Vappareil de Meunier. 

On voit que : 


(4) Rappelons que ceci s’applique aux « suspensions carencées » pré- 
parées suivant la technique décrite p. 939. Nous avons constaté, en 
revanche, que si l’infestation est pratiquée trés peu de temps (quinze 
a trente minutes) aprés l’arrét de la croissance, on observe une abon- 


dante multiplication du virus, accompagnée de la lyse compléte de 
la suspension. 
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a) La densité optique du témoin est stable. 

b) En présence de glucose, aprés une « période latente » de 
15 minutes environ, la lyse se manifeste par une baisse rapide de 
la densité optique. 

c) En Vabsence de substrat carboné, il y a une diminution 
sensible, mais lente et graduelle de la densité optique. 

La stabilité du témoin montre que ia suspension est effective- 
ment privée d’aliment carboné utilisable pour la croissance. Elle 
montre aussi que la diminution de la densité optique, dans la 


“N 
14) 


O= BAcTERIES NON INFECTEES, MILIEU S2 , SANS SUBSTRAT CARBONE 
/ A= BACTERIES INFECTEES , =) seat 
— + GLUCOSE’ 

37°c 


fn nee 


Ww 
9 


DENSITE OPTIQUE CORRIGEE 


(o) 
50 19° 150 nwwures 2°? 


Fic. 4. — Evolution de la densité optique d’une suspension infectée, en milieu S, 
avec et sans aliment carboné. Le témoin est constitué par une suspension non 
infectée, en milieu S, sans substrat carboné. 


suspension sans glucose, est selon toute vraisemblance, due a 
Yactivité du bactériophage. Cependant, non seulement cette lyse 
est incompléte, méme aprés plusieurs heures d’expérience, mais 
encore elle est beaucoup plus lente que dans Ja suspension en 
milieu glucosé. Par ailleurs, nous avons vu que dans les suspen- 
sions carencées diluées pour suivre la multiplication du phage, 
on n’ohserve pas, méme aprés plusieurs heures, d’accroissement 
du titre du virus. Nous admettrons donc, au moins provisoire- 
ment, que la lyse bactériophagique sensu stricto, c’est-a-dire la 
lyse compléte se produisant aprés une phase latente de durée 
déterminée et accompagnée de la libération du bactériophage 
(lysis from within), ne se produit chez les bactéries carencées, 
qu’en présence d’une source utilisable d’énergie, telle que le glu- 
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cose. La lyse lente et incomplete se produisant en l’absence d'une 
source d’énergie, doit sans doute étre rapprochée du phénomeéne 
appelé par Delbriick (1940) « lysis from without ». 

Un second point doit retenir particuliérement attention. On 
constate que pendant la phase latente, la densité optique ne 
s’accroit pas, ni ne décroit. Ceci est bien mis en évidence par 
le graphique de la figure 5, représentant les résultats d’une 
expérience faite a 28°. I] faut noter toutefois que la stabilité de 
la densité optique pendant cette phase n’est pas toujours aussi 
parfaite, et que l’on observe parfois des accroissements excédant 
légérement les limites des erreurs. 

I] a paru nécessaire de contréler ces résultats par une mesure 
absolue, c’est-a-dire par des pesées. 

Le tableau suivant se rapporte a une expérience effectuée a 28° 
avec une suspension infectée mise en présence de glucose ; le 
témoin est constitué par une suspension non infectée. Aux heures 
indiquées, correspondant respectivement au début et a la fin de 
la phase latente, et A la lyse compléte, 100 cm*® de suspension 
étaient prélevés. Les bactéries étaient lavées par centrifugation 
aprés fixation au formol, et séchées 4 poids constant. 


Tasteau I. — Poids sec de substance bactérienne 
contenue dans 100 cm‘ de suspension, en milieu S, glucosé a 28°. 
ee SUSPENSION SUSPENSION 
ie Peadition infectée non infectée 
de glu ae en milligrammes en milligrammes 
OF ee abhs ao Urn the, Seale, cea ee CEN 45,5 44,5 
GOR ae tai Neat Rel pie See 45,4 64,0 

MET tat io nee Oe tk oP 1S ern 7 ee Lae 4455 83,0 


Nous reviendrons sur l’interprétation de ces observations. 
Retenons pour l’instant qu’elles justifient l’emploi de la « cor- 
rection de densité optique » discutée plus haut. 


III. — La LysE EN PRESENCE DE GLUCIDES ATTAQUES PAR 
DES ENZYMES ADAPTATIFS. 


On sait (Karstrém, 1938; Monod, 1942; Monod et Audu- 
reau, 1946), que chez la plupart des souches de coli le glucose 
est attaqué par un enzyme constitutif trés actif, que le milieu de 
croissance ait Ou non contenu du glucose. Le lactose au contraire 
est attaqué par un enzyme adaptatif strict, c’est-a-dire d’activité 
pratiquement nulle chez les bactéries cultivées en ]’absence de 
lactose (5). C’est pourquoi nous avons choisi le glucose et le 


(5) Ceci est valable pour les suspensions bactériennes intactes, et 
n’est pas en contradiction avec les expériences de DEERE, DuLANEy et 
MicHetson (1939), d’interprétation d’ailleurs douteuse, montrant que 
des extraits de coli non adapté peuvent avoir une certaine activité lac- 
tasique (v. Monop et AupurgAv, 1946; Lworr, 1947). 
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lactose pour comparer Yinfluence, sur la lyse, d’un substrat 
« adaptatif » ou « constitutif ». 

Bicol ie : é f ; : 
Dans l’expérience représentée par la figure 2, trois fractions 


so 
SAG 

w 
5 9 
< 
Fk 
a 
oO 

40 
“ © : - 
= oO: BACTERIES NON INFECTEES MILIEU S2 * GLUCOSE 
a Oe ee a aes ae ACTOS 
2 @ = BACTERIES INFECTEES MULIEU Sz * GLUCOSE 
Ae] “a : —————— — * CACTOSE 
a i — SANS SUBSTRAT CARBONE 

© 
30 
ie 
S aad 
D; tele 
eA gla 
ix Doe a 
20 — 
"2, 
Bo, 
10 ee 
a 
° S 
° 100 150 200 A P%e) 
AINUTES 
Fie. 2. — Evolution de la densité optique de suspensions infectées ou non 


infectées additionnées de glucose, de lactose ou sans substrat carboné (sus- 
pension provenant de cultures en glucose). On voit que |’évolution de la den- 
sité optique de la suspension infectée mise en présence de lactose est identique 
a celle de la suspension non infectée privée d’aliment carboné. On notera 
également que la croissance de la suspension non infectée débute immédia- 
tement en présence de glucose et seulement aprés une phase latente d’environ 
soixante minutes en présence de lactose. 


d’une suspension infectée préparée a partir d’une culture en 
glucose, ont été ajoutées chacune a 200 cm® de milieu S, 
contenant : : 

1° 2 p. 1.000 de glucose ; 

2° 2 p. 1.000 de lactose ; 
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3° Sans substrat carboné. 

Les témoins sont constitués par la suspension carencée non 
infectée, diluée en mémes proportions en milieu S, avec : 

a) 2 p. 1.000 de glucose ; 

b) 2 p. 1.000 de lactose. 

On voit que la croissance, dans le témoin en glucose, est 


oe ! ie ok ae 
2 
O: BACTERIES NON LNFECTEES, MILIEU Sp + GLUCOSE 37, c 
oO: — + LACTOSE 

ie Oo: ————  —————- ———— _ —- ———__——_ SANS SUBSTRAT CARBONE 
. A:BACTERIES IWFECTEES. MILIEU Sz —— 
= eg: ee — * GLUCOSE 
s on —- — + LACTOSE 
\2) 
LS) 
uw 75 
> 
2 
te 
a 
o 
Mot 
= 
7) 
Zz 
wW 
o 50 

25 

2 50 100 750 ZOO 750 

: MINUTES 

Fic. 3. — Expérience analogue a celle de la figure 2. A la cent cinquantiéme 


minute, du glucose a été ajouté a la suspension. Cette suspension se lyse alors 
rapidement tandis que jusque-la son évolution avait été semblable @ celle de 
la suspension privée d’aliment carboné. 


rapide dés le début. En présence de lactose, elle ne commence 
qu’aprés une phase d’adaptation de l’ordre de soixante minutes. 
La suspension infectée se comporte en présence de lactose exacte- 
ment de la méme fagon qu’en |’absence d’aliment carboné. Tout 
se passe comme si aucun substrat n’avait été ajouté au milieu, 
et cela aprés plus de cent quatre-vingts minutes de contact avec 
le lactose, alors que le témoin non infecté commence a s’adapter 
aprés soixante minutes de contact. 

Cette expérience a été répétée A plusieurs reprises. La figure 3 
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en donne un autre exemple. Ici un témoin supplémentaire est 
constitué par une suspension non infectée diluée en mémes pro- 
portions que les autres dans du milieu S, neuf, sans substrat car- 
boné. La densité optique de ce témoin ne diminue pas sensible- 
ment pendant la durée de |’expérience. 

On voit qu’ici encore les bactéries infectées mises en présence 


100, 
O 
wu 
=) 37°C 
G 
e 
a 
1°) 
“Ws L 
Fr 7 
075 | 
4 
us 
Oo 
is] 
DO =B8ACTERIES NON INFECTEES, PIILIEU Sp + LACTOSE 
= BACTERIES INFECTEES =3 
te) 
—S—_5 


25 \ : 


@ 
4 50 700 150 MINUTES 
Fic. 4. — Croissance et lyse, en milieu S, lactosé, d'une suspension non infectée 


et d’une suspension infectée issues d'une culture en lactose. 


de lactose se comportent comme en l’absence d’aliment carboné. 
A la cent cinquantiéme minute du glucose a été ajouté a la sus- 
pension infectée + lactose. Il s’ensuit une lyse rapide. Donec, a 
ce moment, les bactéries en question sont encore susceptibles de 
subir la lyse, a la seule condition de disposer d’un substrat car- 
boné utilisable. Le témoin (bactéries non infectées) en lactose, 
s’adapte ici encore en une heure environ. 
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Tels sont les résultats obtenus avec des suspensions provenant 
de cultures en glucose. Si l’on opére avec une suspension prove- 
nant d’une culture en lactose, les résultats sont tout différents, 
comme le montre la_ figure 4. On observe alors, en présence de 
lactose, une lyse aussi rapide et aussi compléte qu’en glucose. La 
seule différence sensible est dans la durée de la phase latente 
a 87°, vingt-cing minutes environ, au lieu de quinze minutes en 
glucose. Ceci doit sans doute étre rapproché du fait que, méme 
aprés adaptation au lactose, Yintensité respiratoire des suspen- 
sions est plus élevée en glucose qu’en lactose. 

Nous avons obtenu des résultats analogues, mais moins 
démonstratifs, en utilisant le xylose comme substrat d’enzyme 
adaptatif. Les suspensions infectées (provenant de cultures en 
lactose) ne subissaient en présence de xylose qu’une lyse trés 
lente et incompléte, mais un peu plus marquée que le témoin 
privé de substrat carboné. La diminution de densité optique était 
de 50 p. 100 en présence de xylose contre 40 p. 100 en l’absence 
de substrat carboné, aprés deux heures et demie a 37°. L’adapta- 
tion au xylose du témoin non infecté était assez rapide, et se mani- 
festait sensiblement, dés la cinquantiéme minute. 

En résumé, nous voyons que les suspensions infectées ne se 
lysent rapidement et complétement qu’en présence d’un substrat 
carboné, et a la condition que l’enzyme spécifique de ce substrat 
soit actif dés avant Vinfestation, soit qu’il s’agisse d’un enzyme 
constitutif (glucose), soit que la culture ait été adaptée avant Vin- 
festation, s’il s’agit d’un enzyme adaptatif. De méme que chez les 
bactéries non infectées, on peut prendre la croissance comme 
signe (sinon comme mesure) de |’adaptation, de méme peut-on, 
semble-t-il, considérer la lyse comme signe de l’adaptation chez 
les bactéries infectées. Et nous voyons que 1a ot l’adaptation se 
produit en une heure chez les bactéries non infectées, elle ne se 
produit pas du tout en quatre heures, chez les bactéries infectées 
(fig. 2). Tout se passe comme si les bactéries infectées ne pou. 
vaient former d’enzyme « neuf ». 


IV. — RESPIRATION DES BACTERIES INFECTEES. 


Pour logique que paraisse cette conclusion, les expériences sur 
la lyse n’apportent que des indications indirectes sur la « non 
adaptation » des bactéries infectées. La mesure de l’intensité res- 
piratoire donne, comme nous allons le voir, des résultats plus 
démonstratifs 4 certains égards. 

Les mesures de consommation d’O, ont été effectuées dans 
Yappareil de Warburg, en présence de KOH, a 28° ou a Tey 
suivant les cas. Les fioles contenaient 4 cm? de « suspension 
infectée », le diverticule 0,5 em* de glucose ou de lactose M/5. 
Aprés dix minutes de mise en équilibre, les robinets étaient fermés 


INHIBITION DE LA CROISSANCE 949 


et le contenu des diverticules renversé dans le compartiment prin- 
cipal. Tous les essais étaient effectués en double ou triple. 


a) INTENSITE RESPIRATOIRE ET LysE. — I] a paru nécessaire tout 
dabord de déterminer quels rapports il pouvait y avoir entre 
Pintensité respiratoire et la lyse. 

Pour cela, une méme suspension infectée était répartie entre 
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Fie. 5. — Consommation d'oxygéne, intensité respiratoire et évolution de la 


densité optique d'une suspension infectée, en milieu S, glucosé. Les échelles 
ont été calculées de facon a faire coincider les valeurs de l’intensité respira- 
toire et de la densité optique, pendant la phase latente. On constate que les 
points exprimant la densité optique corrigée et !intensilé respiratoire corres- 
pondent sensiblement a la méme courbe diinterpolation. 


10 manométres ; lors de chaque lecture, l’un des manométres était 
retiré, et la densité optique de la suspension était mesurée (aprés 
dilution convenable). 

Les résultats d’une expérience effectuée a 28° en présence de 
glucose sont donnés par la figure 5. Les points noirs (moyenne 
des lectures de tous les manométres restant lors de chaque lec- 
ture), figurent la consommation d’O, en fonction du temps. Les 
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ronds blancs figurent l’intensité respiratoire, déduite de la pente 
des segments de droite joignant les points noirs. L’échelle des 
unités de densité optique a été calculée de fagon a faire coincider 
la valeur maxima avec la valeur maxima de l’intensité respiratoire. 

On voit que V’intensité respiratoire demeure stable pendant un 
peu plus de soixante minutes, aprés quoi elle baisse brusquement, 
pour se stabiliser A une valeur inférieure 4 3 p. 100 de l’intensité 
initiale. Les résultats donnés par les mesures de densité optique 
se superposent 4 ceux-ci d’une maniére remarquable, 4 condition 
d’utiliser la correction discutée plus haut. 

Cette expérience a été répétée plusieurs fois avec des résultats 
identiques, A ceci pres qu’assez souvent la lyse « optique » parais- 
sait commencer quelques minutes avant la lyse « enzymatique », 
c’est-a-dire avant la baisse d’intensité respiratoire. Toutefois les 
points expérimentaux les plus significatifs, ceux qui se situent 
vers 50 p. 100 des valeurs initiales, étaient toujours sensiblement 
concordants. Aussi, ne pensons-nous pas que ce léger décrochage, 
qui n’apparait qu’irréguliérement, doive étre considéré comme 
significatif. 

De ces observations, on peut conclure que l’activité du systéme 
enzymatique assurant l’oxydation des glucides n’est pas affectée 
sensiblement pendant Ja phase latente, mais ne survit pas a la 
lyse de la cellule. Nous aurons a revenir sur ces expériences au 
cours de la discussion. 


b) INTENSITE RESPIRATOIRE EN PRESENCE DE GLUCOSE ET DE LAC- 
tose. — La figure 6 donne les résultats d’une expérience effectuée 
a 87°, avec une suspension provenant d’une culture en glucose, 
donc non adaptée au lactose. 

On voit que l’intensité respiratoire des bactéries non infectées, 
mises en présence de glucose, est élevée dés le début de l’expé- 
rience, et s’accroit rapidement. En lactose au tontraire, la res- 
piration des bactéries non infectées est trés faible au début de 
lexpérience. Elle commence a s’accroitre sensiblement a partir 
de la cinquantiéme minute pour atteindre en cent trente minutes 
une intensité comparable a celle de la culture en glucose. Cet 
accroissement est imputable d’une part 4 la formation de l’enzyme 
spécifique attaquant le lactose, d’autre part, dans une certaine 
mesure a la croissance de la culture. Les bactéries infectées mises 
en présence de glucose ont, au début de l’expérience, une inten- 
sité respiratoire sensiblement égale a celle du témoin non infecté, 
au méme moment. 'La baisse rapide et profonde de |’intensité res- 
piratoire témoigne de la lyse des bactéries. Enfin, on constate que 
Vintensité respiratoire des bactéries infectées mises en présence 
de lactose, demeure, pendant toute la durée de l’expérience, extré- 
mement faible et sensiblement égale a l’intensité respiratoire du 
témoin en lacfose au début de l’expérience. Ces essais ont été 
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répétés sous diverses formes avec des résultats semblables. Comme 
nous savons d’autre part, grace aux expériences de lyse optique, 
que les bactéries infectées non adaptées au préalable ne se lysent 
que lentement et incomplétement en présence de lactose, le non 
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venant de cultures en glucose, mises en présence de lactose ou de glucose. 
En présence de lactose, l’intensité respiratoire de la suspension infectée est 
trés faible et ne s’accroit pas avec le temps. Pour la suspension non infectée, 
Vintensité respiratoire en lactose, trés faible au début, commence a s’accroitre 
sensiblement vers la cinquantiéme minute. Elle se trouve décuplée au bout 
de cent dix minutes environ. 


accroissement de l’intensité respiratoire dans ces suspensions ne 
peut étre attribué a la lyse des bactéries. Il signifie que chez les 
bactéries infectées l’enzyme attaquant le lactose ne se forme pas. 

Cette interprétation est confirmée par ]’expérience de contrdle 
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suivante : une suspension infectée est divisée en 2 fractions dont 
Yune est additionnée de lactose. Un témoin est constitué par une 
suspension carencée non infectée, diluée en mémes proportions 
avec du milieu neuf. 

Chacune des 3 suspensions est répartie entre 3 fioles Warburg. 
Les diverticules contiennent 0,5 cm* de glucose M/S. Le contenu 
des diverticules est renversé dans le compartiment central aprés 
dix minutes, soixante minutes, cent minutes d’agitation a 37°. 
La lecture est faite dix minutes aprés. Les résuliats sont donnés 
par le tableau suivant : 


Tasieau Il. — Millimétres cubes d’0O, 
consommés dans les dix minutes suivant l’addition de glucose. 


5 : SUSPENSION SUSPENSION 
eon oe Sag mete infectée + lactose non infectée 
aprés c M/5 carencée 
LORMIAUCCSE san rvacaye 55 55 50 
GOomINUteS eee 44 40 49 
100; minutes... = 2). : 35 34 Oo 


On voit que lintensité respiratoire des bactéries infectées 
baisse de facon trés sensible, aussi bien en |’absence de substrat 
carboné qu’en présence de lactose. Cette baisse est du méme 
ordre, que la baisse de densité optique observée dans les mémes 
conditions (environ 40 p. 100 apres cent minutes 4 37 , cf. fig. 1). 
Toutefois, l’intensité respiratoire demeure élevée. Autrement dit, 
les bactéries infectées restent capables de el hobg iB a condition de 
disposer d’un substrat carboné utilisable. 

D’autre part, nous avons vérifié que les suspensions infectées 
provenant de cultures en lactose (c’est-a-dire adaptées avant lin- 
festation), respirent normalement en présence de lactose, et que, 
comme dans le cas du glucose, l’intensité respiratoire demeurait 
stable pendant la phase latente, pour tomber brusquement A une 
intensité presque nulle aprés la lyse. La phase latente, déterminée 
d’aprés les mesures respiratoires est plus longue en lactose qu’en 
glucose (4 28°, quatre-vingt-dix. minutes environ, au lieu de 
soixante-dix). 

In résumé, les mesures respiratoires corroborent en tous points 
les résultats obtenus par l’observation de la lyse optique : les 
bactéries infectées ne se lysent rapidement et complétement et ne 
respirent qu’en présence d’un substrat carboné utilisable. Lorsque 
le substrat dont elles disposent est attaqué par un enzyme adap- 
tatif, ’intensité respiratoire demeure presque nulle, A moins que 
Yadaptation n’ait eu lieu avant infestation : les bactéries non 
infectées s’adaptent sensiblement en moins d’une heure a 37°, les 
bactéries infectées ne s’adaptent pas sensiblement en trois heures. 
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Discussion des résultats. 


1° (L’INHIBITION DE LA GROISSANCE CHEZ LES BACTERIES INFECTEES. 
— Luria et Delbriick (1942) ont montré que les bactéries (E. coli) 
infectées par un bactériophage partiellement inactivé par traite- 
ment aux rayons U. V., étaient inhibées dans leur multiplication. 
Cet important résultat avait été acquis par l’observation micros- 
copique directe, démontrant clairement que les bactéries infectées, 
méme par une seule particule, ne se divisaient pas. Ceci n’impli- 
quait pas nécessairement que les processus de croissance (c’est- 
a-dire les synthéses), fussent eux-mémes inhibés. On sait, en 
effet, par de nombreux exemples (cf. Hinshelwood, 1946), que 
chez les hactéries, les mécanismes de division sont, dans une cer- 
taine mesure, indépendants des mécanismes de synthése. 

Plus récemment, Cohen et Anderson (1946) ont observé que 
Pintensité respiratoire de suspensions du coli B -cessait de 
s’accroitre, lorsque les bactéries étaient infectées par le bac- 
tériophage T,. Ils en ont conclu que le virus inhibait la « multi- 
plication bactérienne », conclusion qui, peut-étre, n’était pas exac- 
tement adapltée a Ja nature de leurs constatations expérimentales. 

Cependant, l’ensemble de nos observations confirme pleinement 
la conclusion selon laquelle la croissance, c’est-a-dire la formation 
de substance bactérienne nouvelle, est inhibée chez les bactéries 
infectées. Cette conclusion est autorisée par la concordance des 
résultats concernant : 1°) la durée de la phase latente ; 2° la 
stabilité de la densité optique et du poids sec de substance bacté- 
rienne pendant cette phase. En effet, grace aux travaux de Delbriick 
et de ses collaborateurs [cf. en particulier Delbriick (1945-1946, 
p. 170)}, on peut considérer maintenant comme établi de fagon 
indiscutable le fait que la lyse et la libération du bactériophage 
sont des phénoménes simultanés (réserve faite pour les cas, 
répondant a des conditions exceptionnelles, ot le virus peut pro- 
voquer la lyse sans se multiplier (Delbriick, 1940; Anderson, 1945). 
Il ne serait done pas raisonnable d’attribuer Ja constance de la 
densité optique et du poids sec pendant la phase latente, a ce que 
la somme algébrique de la croissance et de la lyse serait, par 
hasard, et en toutes circonstances, sensiblement constante. I] faut 
admettre que le bactériophage inhibe dans une trés large mesure, 
sinon absolument, la croissance, comme la division, de la bac- 
térie qu'il infecte. 

C’est la, sans doute, un résultat important établi sur des obser- 
vations sires, mais globales et sans grande précision, et qui ne 
doit pour l’instant étre considéré que comme une premiére 
approximation. 


2° [INHIBITION DE L’ADAPTATION ENZYMATIQUE. — C’est pourquoi 
il était intéressant d’étudier l’effet de l’infection bactériophagique, 
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non plus sur la croissance globale, mais sur la formation et l’ac- 
tivité d’un constituant particulier de la cellule, tel qu’un enzyme 
spécifique. 

Nous ne pouvons entamer ici une discussion sur |’adaptation 
enzymatique, phénoméne dont la nature méme est encore mal 
établie. Il suffira de souligner que, de tout un ensemble de 
recherches (cf. en particulier Karstrém, 1938; Yudkin, 1988 ; 
Dubos, 1940 ; Monod, 1942 ; Spiegelman, 1947), il parait ressortir 
que l’adaptation enzymatique est liée a la synthése d’une molé- 
cule protéique spécifique, ou tout au moins a une réorganisation 
dans la, structure d’un précurseur, peut-étre commun a de nom- 
breux enzymes. 

Les résultats exposés plus haut montrent que dans le cas de 
l’enzyme attaquant le lactose, ce phénoméne est inhibé chez les 
bactéries infectées. Que l’on prenne la lyse ou l’intensité respi- 
ratoire comme critére de l’activité de l’enzyme, il apparait que 
cette activité ne se développe pas, en trois ou quatre heures a 
37°, chez les bactéries infectées, alors que chez les témoins non 
infectés, elle se manifeste dés la fin de la premiére heure. 

En revanche, et ceci est également essentiel, Vactivité enzy- 
matique préexistante a linfestation n’est pas affectée sensiblement 
pendant la phase latente. [1 semble qu’elle s’évanouisse brusque- 
ment au moment méme de la lyse. La concordance des mesures 
optiques et des mesures respiratoires parait.trés démonstrative a 
cet égard. 

Il semble donc que, lyse non comprise, la multiplication du 
virus ne s’accompagne pas d’une inactivation des molécules pro- 
téiques du systeme complexe d’enzymes assurant l’oxydation des 
glucides (6). Ceci confirme que, comme on pouvait s’y attendre, 
Yactivité du phage doit étre assez étroitement localisée et ne 
consiste certainement pas dans une dénaturation progressive et 
générale des structures spécifiques de la cellule bactérienne. 

Telles sont les conclusions directes de l’expérience. Pour signi- 
ficatives qu’elles soient, il est impossible encore d’en proposer 
une interprétation. Du moins est-il permis d’envisager des hypo- 
théses d’ordre trés général. 

1° On peut, comme l’ont fait Cohen et Anderson, concevoir 
que le virus détourne l’une des réactions essentielles du: métabo- 
lisme cellulaire. Hypothése particuliérement intéressante, puis- 
qu’on pourrait espérer déterminer le stade métabolique ou la 
chaine des réactions intéressées. Nous n’en sommes pas Ja. Notons 
pourtant que déja la preuve est faite que la multiplication du phage 


(6) Au contraire, certaines indications, telles que la différence des 
durées des phases latentes en glucose et en lactose, permettent de sup- 
poser que la multiplication du virus est étroitement liée au fonction. 
nement de ce systéme de transfert d’énergie. 
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peut avoir lieu aux dépens de cellules chez lesquelles certaines 
fonctions importantes telles que la multiplication sont inhibées. 
Le meilleur exemple en a été donné par Ronyer et Latarjet (1946). 

2° Si l’on cherche & expliquer plus particuliérement J’inhibi- 
tion de la synthése ‘des enzymes, a supposer que ceci soit un effet 
primaire et non secondaire de I’infection, on doit penser a la 
nature nucléoprotéique du virus, et au réle que l’on assigne 
volontiers aujourd’hui aux acides nucléiques ou aux nucléo- 
protéines (en ce qui concerne les bactéries, cf. Avery, McLeod 
et McCarty, 1944 et suiv.; Boivin et Vendrely, 1945 et suiv.). 
On pourrait envisager ]’intervention du phage dans une sorte de 
compétition entre les différents nucléoprotéides spécifiques for- 
mateurs de protéines (cf. Spiegelman, 1947). 

Toujours est-il que ces deux types d’explication sont assez 
distincts pour qu’on puisse espérer les départager par l’expérience. 


Conclusions. 


1° La densité optique des suspensions de coli B, infectées par le 
bactériophage » II demeure constante pendant la durée de la 
phase latente de la multiplication du virus. © 

2° Le poids sec de substance bactérienne demeure également 
constant pendant cette période. 

3° Mises en présence d’un glucide attaqué par un enzyme 
constitutif (glucose), les suspensions bactériennes carencées en 
aliment carboné, et infectées par le bactériophage, se lysent rapi- 
dement et complétement. 

4° En l’absence d’un substrat carboné, ces suspensions ne 
subissent qu’une lyse lente et incomplete. 

5° Il en est de méme en présence d’un glucide attaqué par un 
enzyme adaptatif (lactose), 4 moins que la suspension n’ait été spé- 
cifiquement adaptée avant l’infestation. 

6° L’intensité respiratoire des bacléries infectées est stable 
pendant la « phase latente » de multiplication du virus. Elle 
diminue brusquement au moment méme de la lyse. 

7° L’intensité respiratoire des bactéries infectées mises en 
présence d’un glucide attaqué par un enzyme adaptatif (lactose) 
est tres faible et ne s’accroit pas avec le temps, alors qu’avec les 
bactéries non infectées on observe dans les mémes conditions un 
accroissement rapide de J’intensité respiratoire. 

8° Ces observations signifient sans doute que la synthése des 
enzymes adaptatifs est inhibée chez les bactéries infectées par le 
bactériophage. 

9° En revanche, il semble que les enzymes actifs au moment de 
lV'infestation ne soient pas affectés pendant la durée de la phase 


Jatente. 
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Des observations récentes de S. Cohen (Cold Spring Harbor Symposia, 
sous presse) apportent une contribution trés importante 4 ces problémes. 
fl semble que chez E. coli « B » infecté par le bactériophage T, il y ait 
inhibition compléte de la synthése des protéines et des acides nucléiques 
bactériens. Les constituants du virus seraient seuls synthétisés. Nous 
regrettons de n’avoir pu inclure dans notre texte une discussion de ces. 
résultats. 


INACTIVATION DE BACTERIOPHAGES 
PAR DES RADIATIONS 
DE GRANDES LONGUEURS D’ONDE (3.400-6.000 A) 


par Rosert WAHL et Raymonp LATARJET (*). 


(Institut Pasteur.) 


L’inactivation des bactériophages par des radiations de grandes 
longueurs d’onde (lumiére solaire filtrée par du verre ordinaire) 
fut observée par Wahl et Guélin (1942). En particulier, il fut établi 
que le phage S,,, plus petit que le phage C,,, était plus sensible 
a ces radiations que ce dernier. Wahl (1942) généralisa par la 
suite ce résultat : en général, les phages sont d’autant plus sen- 
sibles 4 ces radiations qu’ils sont plus petits ; en outre, les rayons 
visibles sont d’autant plus efficaces que leur longueur d’onde est 
plus courte. Ce rapport ‘entre taille et sensibilité, ultérieurement 
confirmé par Rouyer et Guélin (1942), se révéle l’inverse de celui 
qu’on observe avec les rayons ultraviolets de courtes longueurs 
d’onde et avec les rayons X, cas ot les petits phages sont les plus 
résistants. Cette différence fondamentale peut indiquer des modes 
d’action différant l’un de l’autre de la part de ces deux groupes 
de radiations, 4 moins d’admettre de profondes différences de 
structure entre ces deux catégories de phages. 

Tandis que le groupe des rayons X et des rayons ultraviolets 
courts a fait l’objet d’études nombreuses et approfondies, le 
groupe des rayons lumineux n’avait pas dépassé le stade des 
recherches a caractére préliminaire ci-dessus mentionnées et il a 
paru utile de chercher a préciser certains points, notamment le 
seuil spectral d’efficacité, la forme des courbes d’inactivation en 
fonction de la dose, et la région spectrale ot le rapport entre 
taille et sensibilité s’inverse, c’est-a-dire ot l’un des modes 
d’action se substitue a l'autre. 


I. — TECHNIQUE EXPERIMENTALE. 


a) PREPARATION DES PHAGES. — L’étude a porté sur les deux 
phages antidysentériques C,, et S,,, préparés dans des conditions 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1947, 
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bien déterminées. Un lysat de titre élevé était d’abord obtenu sui- 
vant une technique déja décrite (Wahl, 1942). Une fois filtré sur 
bougie, ce lysat était stocké dans la glaciére et servait de point 
de départ pour préparer les lysats expérimentés. Ceux-cl étaient 
toujours de préparation récente (moins de huit. jours) et dilués 
extemporanément dans de |’eau distillée refroidie. 


b) Trrraces. — Les phages sont irradiés, soit en suspension 
dans l’eau distillée additionnée de I goutte de bouillon par centi- 
métre cube, pour éviter l’inactivation par oxydation (pour les 
rayons ultraviolets longs), soit directement dispersés 4 la surface 
d’une plaque de gélose nutritive (pour les rayons visibles). Dans 
les 2 cas les titrages sont faits par numération des plages obtenues 
sur bouillon gélosé 4 1,5 p. 100, en présence d’un excés de bac- 
téries sensibles (paradysentérique Y,R). Les dilutions utilisées 
sont telles que 0,05 cm* donne 150 4 300 plages par boite pour 
S,, et 500 a 700 pour C,,. [Les témoins non irradiés sont préparés 
de la méme facon. Toutes les manipulations sont effectuées dans 
une chambre noire éclairée par une lumiére rouge peu intense. 


c) TECHNIQUE D’IRRADIATION. — La source de rayons visibles est 
une lampe ordinaire de 500 watts a filament de tungsténe, main- 
tenue sous une tension constante de 105 volts. A 20 cm. du fila- 
ment on dispose cdte a céte la préparation a irradier et la boite 
témoin dans un coffret 4 parois métalliques épaisses aux trois 
quarts immergé dans |’eau glacée, et, de plus, refroidi intérieure- 
ment par un courant d’air comprimé chargé d’humidité pour 
éviter la dessiccation de la gélose. Au cours de l’irradiation, la pré- 
paration repose sur une base a 0°, et sa surface, soumise au flux 
lumineux, s’échauffe jusqu’a une température d’équilibre d’en- 
viron 17°. Le couvercle du coffret est en bois. Il porte une ouver- 
ture dans laquelle se trouve serti un filtre coloré amovible. Le 
témoin est recouvert d’un couvercle opaque et réfléchissant qui 
évite tout échauffement supérieur a celui de la préparation 
irradiée (l’expérience montre que les deux préparations sont a la 
méme température). La boite irradiée, le filtre et le filament de la 
lampe sont exactement centrés les uns par rapport aux autres 
et tout le dispositif est fixé une fois pour toutes. 

La préparation peut recevoir divers rayonnements isolés par 
une série de filtres de.couleurs différentes. Afin de connaitre la 
composition spectrale et l’intensité énergétique de chacun de ces 
rayonnements, les mesures suivantes ont été effectuées : 

a) La température du filament de la lampe alimentée sous 
105 volts a été mesurée au pyrométre optique et trouvée égale a 
2.770° K. 'La température de couleur correspondante, extraite des 
tables, est égale & 2.845° K. Les tables du corps noir donnent alors 
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la distribution spectrale de l’énergie émise par la lampe, c’est- 
a-dire, en unités arbitraires, l'énergie YX émise pour chaque lon- 
gueur d’onde dans un méme petit intervalle spectral A) centré 
sur }. 

b) On a déterminé pour chaque filtre la courbe spectrale de 
transmission donnant, pour chaque longueur d’onde 4, le facteur 
de transmission T) du filtre. Cette détermination a été faite par 
voie photo-électrique, au moyen d’un monochromateur et de plu- 
sieurs cellules photoélectriques opérant dans des conditions 
rigoureuses de proportionnalité du courant photoélectrique au 
flux lumineux incident. 

Le produit ¢A = YA. TX donne, en valeur relative, |’énergie 
monochromatique recue par la préparation placée sous le filtre 
considéré. Pour ce filtre, la courbe de ©} en fonction de ) repré- 
sente la distribution de l’énergie dans le rayonnement regu par 
la préparation (fig. 2). 

c) La valeur absolue de l’énergie totale a été mesurée pour 
chaque filtre par une thermopile préalablement étalonnée en 
unités absolues au moyen d’une lampe étalon du Bureau of Stan- 
dards de Washington. Il convient de tenir compte alors de ce que 
la plupart des filtres colorés utilisés présentent une bande de 
transmission dans le proche infrarouge qui prend une part 
importante, souvent prépondérante, dans le rayonnement total 
transmis par le filtre. Cette fraction infrarouge a été déterminée 
par élimination au moyen d’un filtre Ruberal, de Bagneaux. 

Si toutes ces mesures sont correctement effectuées, les courbes 
spectrales qui se rapportent a chacun des rayonnements filtrés 
doivent, par intégration — par pesée, par exemple — donner des 
valeurs de l’énergie totale qui sont entre elles comme les valeurs 
directement données par la thermopile. Cet accord a été vérifié. 

Le tableau I donne la distribution spectrale de l’énergie : 

a) Dans le rayonnement émis par la lampe : Y); 

b) Dans Jes rayonnements filtrés par les différents verres co- 
lorés ©}. 

On peut en déduire les valeurs TA =¢2/Y) des facteurs de 
transmission monochromatique de ces verres que, pour simplifier, 
on n’a pas fait figurer dans le tableau. 

(Le tableau II donne les valeurs absolues de l’énergie transmises 
par chacun des filtres. On a distingué dans ce tableau les rayon- 
nements : a) total ; b) visible. 

Les figures 1 et 2 donnent les courbes spectrales d’énergie, c’est- 
a-dire les valeurs du tableau I, des divers rayonnements utilisés 
dans les expériences suivantes. 


Certaines irradiations ont été faites avec le triplet 3.650-60 A 
du mercure. Celui-ci était obtenu a partir d’une lampe Philips 
Biosol, dont l’émission ultraviolette avait été préalablement déter- 
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Tapteau I. — Répartition spectrale de l’énergie dans le rayonnement 
de la lampe, filtré par les divers filtres. (Les énergies sont 
exprimées en valeurs relatives). 


CORNING PLEXIGLACE 
LAMPE CORNING BAGNEAUX 


seule WS Orangé 7 


Tar.tEau II. — Energie du rayonnement 
au niveau de la préparation (en joules cm —? mm —’). 


RAYONNEMENT VISIBLE RA YONNEMENT 
FILTRE | ss Jie 
(visible total 
Intervalle transmis Energie + proche I.R.) 
Corning 45... .. 600-800 0,86 3,3 
Ohapwe Auli gals 550-800 4,00 3,5 
Plexi 2) ewes whee: 580-800 1,47 3,4 
Bleu 86 ast) Gone 500-800 1510 3,3 
Plo ss w ae 450-800 0,92 218 
Blesiree cos ho ae 450-575 0,45 258 
Corning 885 . 1 1. . 340-510 0,12 29 
Corning 503... 350-510 0740 13 
U. V. + Corning 387 | 365 0/06 0,06 
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Fig. 4. — Distribution spectrale de l’énergie dans différents rayonnements recus 
par la préparation. 
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Fic. 2. — Distribution spectrale de l’énergie dans différents rayonnements recus 
par la préparation. (Suite. ) 


962 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


minée par spectrophotométrie photoélectrique (Latarjet, 1939). Le 
triplet était isolé par un filtre Corning 587 dont la transmission 
avait également été mesurée. L’intensité du rayonnement ultra- 
violet au niveau de la préparation était égale a 0,062 joule cm.-’ 
minute-!, Le rayonnement incident présentait également, sous une 
trés faible intensité, les raies 3.347 et 4.047 du mercure. 


IJ. — ExXprérIENCES ET RESULTATS. 


1° CouURBE D’ INACTIVATION DU PHAGE S,, PAR LES RADIATIONS 3.500- 


5.000 A. — Pour déterminer une courbe d’inactivation en fonc- 
tion de la dose, il était avantageux d’utiliser le phage le plus sen- 
sible (S,,) et les radiations les plus courtes qui, d’aprés les études 
antérieures, s’étalent révélées les plus efficaces. Dans cette série 
d’expériences, les radiations utilisées étaient filtrées par le verre 
Corning 503. Elles s’étendaient de 3.500 a 5.100 A, avec un 
maximum vers 4.500 A (ingat): 

Des essais préliminaires ayant montré que les résultats sont 
plus cohérents lorsqu’on irradie des phages dispersés 4 la sur- 
face de la gélose que des phages en suspension dans l’eau, la 
technique suivante fut adoptée : 0,05 cm* de la suspension de 
phage convenablement diluée sont étalés sur chacune des six 
boites de gélose. On laisse reposer pendant trente minutes pour 
éliminer |’excés de liquide. Une boite est irradiée par une dose 
connue. L’autre, a ses cétés, sert de témoin. Les quatre autres 
servent de témoins contréles dont deux sont maintenus a 4°, et 
deux a 20°. Aprés irradiation, on étale sur les six boites la sus- 
pension du germe sensible, et, aprés incubation de six heures 
a 37°, on procéde au dénombrement des plages dans les six échan- 
tillons. Les cing boites témoins ne présentent entre elles aucune 
différence systématique. On prend pour nombre initial No des 
phages irradiés la moyenne des cinq valeurs qu’elles donnent, 
et pour nombre N des phages non inactivés par J’irradiation le 
nombre de plages de la boite irradiée: On en déduit le taux d’inac- 
tivation 1-N/No correspondant A la dose utilisée. 

Les temps de pose ayant varié de quinze minutes a quatre 
heures, on s’est assuré par des expériences de contréle a diverses 
températures que, pendant cette période, aucune élimination 
appréciable de phages actifs ne se produit, soit par diffusion A 
l’intérieur de la gélose, soit par action chimique de cette derniére. 

Si l’on répéte l’expérience avec une méme dose, certaines fluc- 
tuations du rapport N/No se manifestent. Nous avons ainsi été 
contraints de recommencer ]’expérience un grand nombre de fois 
avec chaque dose, afin d’élever la précision du résultat final, et 
de pouvoir étudier statistiquement la précision que comporte ce 
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résultat. L’étude de l’écart type aprés quelques expériences a 
permis de déterminer le nombre d’expériences nécessaires pour 
chaque dose. 

Finalement, on a obtenu les taux d’inactivation suivants (cal- 
culés d’aprés la moyenne des expériences pour chaque dose) : 


Tasigau Ill, — Inactivation du phage S,, 
par les radiations 3.500-5.000 A. 


TAUX 
DOSE mrseLeartieee 
TEMPS DE POSE Gonkee.cn _ 1) | inactivation NOMBRE 


1 — N/No d’expériences 


a 


45 minutes 
30 minutes 


50 


40 
30 
20 
10 


O15 3° 6 12 18 24 30 36 
DOSES (YOULES Cm~J9 


Fig. 3. — Courbe d’inactivation du phage S,3 par les radiations 3.500-5.000 A 


N N 
(coordonnées semi-logarithmiques). [ 4u lieu de x5 lire :'4 — x | 


On constate que les points expérimentaux s’échelonnent d’abord 
sur une méme droite, puis que, pour les poses plus longues, les 
points se placent sur une autre droite de coefficient angulaire diffé- 
rent (fig. 3) : l’inactivation se ralentit. 

De plus, l’étude du coefficient expérimental de dispersion 7° 
(tableau III) montre d’autres différences entre Vaction des doses 
faibles et celle des doses élevées. On sait que, pour une dose 
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donnée, la distribution des résultats autour de la moyenne suit 
une loi de Poisson ; Ja valeur de y* ne doit pas dépasser la valeur 
probable pour une telle distribution (1). 

C’est bien ce qu’on observe pour les faibles doses, mais pour 
les fortes doses 7? dépasse trés nettement la valeur théorique. 

Ces diverses anomalies pour les doses élevées (ralentissement 
de J’inactivation et augmentation de la dispersion autour de la 
moyenne) pouvaient provenir soit d’une cause perturbatrice, dont 
l’effet augmenterait avec la durée de l’exposition, soit d’une 
absence d’homogénéilé de la population quant a sa_radiosensi- 
bilité. 

S’il existait une cause perturbatrice, il faudrait admettre qu’elle 
n’interviendrait pas pour les témoins non irradiés; car pour 
ceux-ci y* reste dans les limites théoriques de la distribution sta- 
tistique, quelle que soit la durée de la pose. Il s’agirait donc d’une 
action secondaire au cours de Virradiation ; celle-ci se traduirait 
dans le cas actuel par une baisse d’efficacité. Ceci parait tout a 
fait invraisemblable ; en effet, toute cause parasite telle que |’appa- 
rition de produits d’actions photochimiques dans la gélose ne 
pourrait que s’ajouter par une action toxique éventuelle a ]’action 
directe du rayonnement, mais non pas s’en soustraire. 

Il est done vraisemblable que le lysat bactériophagique contient 
une certaine fraction (de lordre de 25 p. 100) de particules plus 
résistantes aux radiations. La premiére partie de la courbe inté- 
resse principalement la population homogéne des phages les plus 
sensibles ; la seconde la fraction des phages plus résistants, qui 
semble étre également homogéne (du moins entre 25 et 10 p. 100) 
dans les cas habituels, puisque aucune autre cassure n’apparait 
sur la courbe (2). 

Il semble, d’ailleurs, que la proportion d’éléments résistants 
puisse varier d’un lysat a Vautre, ce qui explique certaines 


variations de la résistance globale apparente, que nous avons 
constatées. 


5 
2° COURBE D’INACTIVATION DU PHAGE S,, PAR 3.650 A. — 
L'irradiation effectuée dans les conditions expérimentales précé- 


(1) Donnée par les tables de Fiscner. Statistical methods for research 
workers. Oniver et Boyp. Edinburgh, 1946. 

(2) La population atteinte pour les plus petites doses est homogéne. 
Les doses moyennes intéressent le reliquat des phages sensibles et une 
proportion de plus en plus forte de phages résistants ; les points 
restent sur la méme droite, mais y, s’éléve. Les doses les plus fortes 
intéressent une population de phages résistants, qui tend a redevenir 


homogéne : les points s’inscrivent sur une droite de pente plus petite 
et le 72 tend 4a s’abaisser. 
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demment décrites (irradiation en milieu liquide) met d’abord en 
évidence les deux faiis suivants : 1° le phage le plus sensible est 
encore le plus petit, S,,. La radiation 3.650 A appartient done au 
méme groupe d'action que les radiations visibles, et non pas au 
groupe des rayons ultraviolets plus courts absorbés par les pro- 
téines. 2° L’efficacité de cette radiation est notablement supérieure 
a celle des radiations violettes. Les durées des poses sont plus 
courtes, et l’on peut, au cours d’une seule expérience, obtenir un 
nombre de points suffisant pour tracer la courbe d’inactivation, 
en irradiant successivement plusieurs échantillons identiques pro- 
venant d’une méme suspension. Les résultats obtenus sont les 
suivants : 
Tapieau IV. 


TEMPS DE POSE _ _, DOSE TAUX D’INACTIVATION 
(minutes) (joules.cm — 2) 


{ yp Pedvecrih. tpetiaslet 


O38 OG 0,9 - 1.2 


3,6 
DOSES (youLes cm=*) 


Fic. 4. — Courbe d’inactivation du phage S,, par la radiation 3.650 A (coor- 


x N 5. N 
donnés semi-logarithmiques). [ 4 lieu de me lire: 1 — x | 


La courbe correspondante (fig. 3) présente les mémes caractc- 
ristiques que celles des radiations violettes (fig. 2). Crest une droite 
avec un changement de pente traduisant la présence d’une certaine 
fraction de l’ordre de 30 p. 100 de particules plus résistantes. 
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3° EFrrIcACITE DES DIFFERENTES REGIONS DU SPECTRE VISIBLE. — 
Utilisant la technique précédemment décrite et le jeu des filtres 
sélectifs mentionnés au paragraphe I, nous avons étudié, sur le 
phage S,,, laction de divers rayonnements. 

Tout d’abord, les rayonnements filtrés par les verres Corning 245 
et Orangé 7 se sont révélés inactifs. Le rayonnement filtré par le 
Plexiglace n° 2 a présenté une action douteuse. Tous les autres 
se sont montrés plus ou moins actifs. Cette remarque, jointe aux 
données spectrales des tableaux I et II, permet de fixer le seuil des 
radiations efficaces aux environs de 550 my. Toutes les radiations 
de plus grande longueur d’onde sont inactives. 

On a alors déterminé, pour chacun des rayonnements actifs, la 
dose qui inactive 50 p. 100 des phages. Les résultats sont consi- 
enés dans le tableau suivant : 


TABLEAU VY. 


DOSE 
FILTRE en joules par centimétre carré 
inactivant 50 p. 100 de phages S,3 


Wiltrayroletzs650i5s ace) rare. cee cn carn tea 4,14 
Corning 0oriesg cs eet. eshte tein enol: 1,0 
Morning 855.5%. . canis belies chen eae 7,2 
RIGxiGlacesen ge 5) 5 sail cn vod soto cual aes 26,5 
Plexiglace se ncx sean. <1, are ewen catty ae 143 
Pléxiclacetne 3... sis ei le cles 235 


L’efficacité des rayons visibles et ultra-violets longs est d’au- 
tant plus grande que la longueur d’onde est plus courte. Les inter- 
valles spectraux transmis par nos filtres sont toutefois trop éten- 
dus pour qu’il nous soit possible de tracer, avec précision, une 
courbe spectrale analogue a celle que Gates (1934) a obtenue pour 
les radiations ultra- violettes courtes de grande efficacité, en opé- 
rant en lumiére monochromatique. Dans notre cas, l’efficacité 
beaucoup plus faible ne nous permettrait pas d’irr adier a travers 
un monochromateur. (Une tentative effectuée dans ce sens resta 
négative.) 


4° INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. — Pour savoir si ]’inactiva- 
tion des phages par ces radiations de grandes longueurs d’onde 
résulte d’une action photochimique directe ou d’une action chi- 
mique secondaire, il convient d’opérer a des températures diffé- 
rentes. Dans le premier cas, l’efficacité du rayonnement est indé- 
pendante de la température (coefficient thermique égal 4 1); dans 
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le second, elle augmente rapidement lorsque la température 
s’éléve. 

'  Aprés avoir vérifié que le phage S,, dispersé sur gélose n’est 
pas inactivé par un séjour d’une heure a 37°, nous avons fourni 
la dose de 6 joules par centimétre carré, utilisant le rayonnement 
filtré par le verre Corning 503 a 37°, et comparé le taux d’inac- 
tivation a celui que l’on obtient a 17° (indiqué sur le tableau III). 
Trois expériences successives ont donné respectivement pour taux 
d’inactivation : 0,27, 0,28, 0,31. Comparés au taux de 0,35 obtenu 
a 17°, ces résultats montrent que l’élévation de température 
n’affecte pas sensiblement l’efficacité du rayonnement, et, en tous 
cas ne |’éléve pas. L’inactivation par les radiations visibles résulte 
donc bien d’un effet photochimique direct. 


5° SENSIBILITES COMPAREES DE S,, ET C,,. — Nous avons déja 
signalé que C,,, le plus gros des deux phages étudiés, est plus 
sensible que S,,; aux rayons ultra-violets de courtes longueurs 
d’onde (A < 3200 A), et, en revanche, plus résistant aux radiations 
visibles. Pour préciser dans quelle région spectrale se produit 
cette inversion, nous avons comparé les sensibilités de ces deux 
phages 4 la radiation ultra-violette 3.650. On a déja vu (tableau IT) 
qu’une dose de 3,6 joules par centimétre carré inactive 73 p. 100 
de S,,. Pour obtenir ce méme taux d’inactivation chez le phage C,,, 
il faut, d’aprés plusieurs expériences concordantes, une dose 
double, soit 7,2 joules par centimétre carré. C,, est donc deux 


fois plus résistant que S,, 4 la radiation 3.650 A. Celle-ci s’appa- 
rente donc aux rayons visibles, et non pas aux rayons ultra-violets 
courts, quant 4 son mode d’action. La zone spectrale d’inversion 


se trouve donc entre 3.130 et 3.650 A. 


DISCUSSION DES RESULTATS. 


Les expériences précédentes précisent plusieurs points relatifs 
a la sensibilité des bactériophages aux radiations visibles et aux 
radiations ultra-violettes de grandes longueurs d’onde. Pour le 
phage S,,, le seuil spectral se trouve aux environs de 550 mu, et 
l’efficacité des radiations augmente constamment lorsque la lon- 
gueur d’onde diminue. La courbe d’inactivation semble étre dans 
tous les cas de type exponentiel, et le phénoméne se révéle insen- 
sible 4 la température. A ce double point de vue, ces radiations de 
grandes longueurs d’onde se comportent comme les ultra-vio- 
lets 200-310 mp de la bande d’absorption des protéides, mais une 
différence importante subsiste entre ces radiations, concernant la 
relation entre taille et sensibilité; les petits phages sont plus 
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sensibles que les grands aux premiéres, et plus résistants aux 
* r pee Ff 5) “g2 
secondes. Une autre différence réside dans le degré d’efficacité 


de ces radiations, les radiations courtes étant de 10° a 10° fois » 


plus efficaces que celles que nous étudions ici. Pour inactiver 
50 p.-100 de phages S,,, il faut, avec la radiation 4254 my, une 
énergie incidente d’environ 1,3 10% joules par centimélre carré 
[Latarjet et Wahl, 1945 (3)]. Quelles conclusions pouvons-nous 
lirer de ces résultats ? 

Pour qu’une réaction photochimique se produise, il faut d’abord 
qu’une fraction du rayonnement soit absorbée ; ensuite que le 
quantum de la radiation porte une énergie suffisante pour déclen- 
cher la réaction. I] n’est pas étonnant qu’une particule de phage, 
riche en nucléoprotéines soit trés sensible aux ultra-violets courts ; 
elle les absorbe fortement, et l’énergie de ces photons est rela- 
tivement élevée, de 4 a 5 électrons-volts. Les courbes exponentielles 
données par A 254 my sur C,, et S,, (Latarjet et Wahl, 1945), 
montrent que l’inactivation par cette radiation résulte de |absorp- 
tion d’un seul photon et d’une réaction de type monomoléculaire 
exigeant moins de 5 e. v. Un calcul ultérieur (Latarjet, 1946) a 
montré que la probabilité, pour qu’un photon absorbé entraine la 
réaction, est égale a 1/34 chez S,,, valeur trés élevée. 

I] n’est pas étonnant non plus que les radiations de grandes lon- 
gueurs d’onde, auxquelles les phages sont beaucoup plus trans- 
parents, se révélent moins efficaces. Mais un fait remarquable 
apparait : linactivation semble résulter ici encore de l’action pho- 
tochimique directe d’un seul photon dont l’énergie peut étre aussi 
faible que 2,5 e. v. (pour A 500 my). L’action photochimique est 
prouvée par l’absence d’effet thermique ; l’action d’un seul photon 
se déduit du tracé exponentiel de la courbe d’inactivation. Or, les 
effets radiobiologiques élémentaires produits par les rayons 
visibles ou ultra-violets longs résultent en général de la somma- 
tion des effets individuels de plusieurs photons. Par exemple, dans 
la photosynthése, il faut de 4 a 20 photons, pour produire une 
molécule d’oxygéne (Rieke, 1939); la stérilisation des bactéries 
emprunte un processus chimique secondaire sensible 4 la tempé- 
rature et consécutif 4 l’action de plusieurs photons, la courbe de 
lésion étant une sigmoide (Hollaender, 1943). Pour produire le 
seuil de perception visuelle, il faut que la rétine absorbe de 5 
4 10 photons efficaces (Hecht, 1944; Peyrou et Pintier, 1946). 
Pour le phage S,,, au contraire, l’inactivation résulte d’une seule 
réaction photochimique portant sur une seule molécule, ou, aprés 
migration d’énergie, sur les molécules homologues d’un réseau 
de type cristallin. L’énergie totale utilisée dans cette réaction n’ex- 
céde pas 2,5 e. v. Ce fait montre la fragilité des phages vis-d-vis 


(3) Comparer avec les nombres du tableau V. 
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de l’énergie radiante. Comme les radiations 350-550 mu sont abon- 
damment représentées dans le rayonnement solaire, ce fait devra 
étre pris en considération dans le probleme de l’équilibre, de la 
répartition et de l’évolution des bactériophages sur le globe ter- 
restre. Ainsi, par exemple, a la latitude de 45°, par un clair jour 
d’été vers midi, l’intensité du rayonnement 350-550 mu solaire 
est de l’ordre de 20 joules par métre carré par heure. La dose 
fournie en une heure suffirait pour inactiver environ 50 p. 100 
de phages S,, sur une préparation analogue aux nétres. 

Que pouvons-nous déduire de ces expériences concernant le 
mécanisme de inactivation ? La courbe spectrale d’efficacité des 
ultra-violets courts (Gates, 1934) se superpose étroitement a la 
courbe d’absorption des nucléoprotéines, preuve que effet 
photochimique responsable de Jlinactivation par ces radiations 
est consécutif a Ll absorption de Jlénergie radiante par les 
nucléoprotéines qui sont un constituant important des phages 
(Northrop, 1939; Cohen et Anderson, 1946; Taylor, 1946). Les 
radiations 350-550 my, agissent-elles de la méme facon, avec une 
baisse considérable d’efficacité correspondant a la diminution de 
Vabsorption ? S’il en était ainsi, on devrait observer jusqu’aux 
grandes longueurs d’onde, le parallélisme entre efficacité et 
absorption par les  nucléoprotéines. Malheureusement, cette 
absorption devient trop faible pour étre mesurée, et on ne peut 
controler ce parallélisme dans la région spectrale qui nous inté- 
resse. Mais cette hypothése d’un méme mécanisme photochimique 
d’inactivation par les radiations longues et courtes se heurte a 
l’inversion des sensibilités relatives des phages C,, et S,,, laquelle 


se produit entre 3.650 et 3.130 A, trés probablement au début 
de la bande d’absorption des protéines. 

On est ainsi conduit a admettre que |’inactivation par les radia- 
tions de grandes longueurs d’onde résulte de processus photo- 
chimiques différant des précédents, soit que les nucléoprotéines 
réagissent différemment a ces radiations, soit que les constituants 
de phage autres que les nucléoprotéines soient en cause. II n’est 
pas encore possible de préciser ce point. Cependant, la seconde 
hypothése s’accorderait avec les travaux qui montrent que cer- 
tains phages, au moins (tels que C,,) ont une structure hétérogéne, 
comme le montrent l’action des rayons X (Lea et Salaman) et ]’ana- 
lyse chimique (Taylor). 

Il y a d’ailleurs des raisons de penser que les structures de C,, 
et de S,, sont assez différentes l’une de l’autre (Latarjet et Wah). 

Quoi qu’il en soit, certaines réactions photochimiques respon- 
sables de l’inactivation de bactériophages peuvent étre produites 
par une énergie faible, de l’ordre de 2,5 e. v. Cette valeur se 
rapproche de celles qui sont mises en jeu dans les génes par les 
chocs thermiques qui, dans certains cas, semblent étre respon- 
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sables des mutations dites spontanées (Rajewski et Timofeff- 
Ressorski, 1939). 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° Les deux phages antidysentériques S,, et C,, sont inactivés 
par la radiation ultra-violette 365 my, et par les radiations visibles 
de longueurs d’onde inférieures 4 550 my. Contrairement a ce 
que l’on observe pour les ultra-violets plus courts (bande d’ab- 
sorption des protéides) et pour les rayons X, le phage le plus 
petit, S,,, est le plus sensible. 

2° La courbe d’inactivation de S,, en fonction de la dose est 
une droite présentant une cassure (changement de_ sensibilité) 
lorsqu’il reste environ 25 p. 100 de particules actives. On en 
déduit : a) qu’un seul photon suffit 4 inactiver un phage ; 6) que 
les stocks étudiés contiennent normalement environ 25 p. 100 de 
phages plus résistants que les autres. 

3° Le seuil spectral d’efficacité se trouve situé vers 550 mp et 
les radiations sont d’autant plus efficaces que leur longueur 
d’onde est plus courte. L’efficacité reste toujours trés inférieure 
a celle des ultra-violets courts. Par exemple, les radiations vio- 
lettes sont de 5 410.000 fois moins efficaces que la radiation 
254 muy. ' 

4° L’inactivation par ces radiations de grandes longueurs 
d’onde semble résulter d’un effet photochimique direct, insensible 
a la température et qui doit étre différent des réactions photochi- 
miques primaires induites par les rayons ultra-violets courts. , 
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RECHERCHES SUR LA SPECIFICITE 
DES ANTICORPS ANTIPROTEIDIQUES 
DES SERUMS ANTIBACILLES TUBERCULEUX 
DE TYPE BOVIN LISSE. 
REACTIONS SPECIFIQUES DU TYPE BOVIN 
ET REACTIONS CROISEES 
AVEC LES PROTEIDES DU TYPE HUMAIN 


par W. SCHAEFER (’). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) — 


Nous avons montré [4] que les bacilles tuberculeux du type bovin 
lisse peuvent provoquer dans l’organisme animal l’apparition 
d’anticorps correspondant aux protéides des bacilles tuberculeux. 
Dans certains cas ces anticorps ont une spécificité marquée pour 
les protéides du type bovin, dans d’autres ils réagissent aussi plus 
ou moins fortement avec les protéides des bacilles humains. Afin 
de déterminer les causes de la spécificité variable de ces anticorps 
protéidiques, nous avons analysé un certain nombre de sérums 
antibacilles bovins lisses a l’aide de méthodes sérologiques semi- 
quantitatives. 

METHODES SEROLOGIQUES. 


REACTION DE PRECIPITATION. — On prépare dans deux séries de 
tubes des dilutions croissantes de protéide bovin et de protéide 
humain et on ajoute 4 chaque tube un volume égal de ]’antisérum. 
On note dans chaque série le mélange qui flocule le premier et, 
lorsque la précipitation est terminée (aprés vingt-quatre heures de 
séjour a la glaciére), le mélange qui contient la plus petite quan- 
tité d’antigéne donnant encore un précipité. Puis on. centrifuge 
tous les tubes des deux séries et on répartit le liquide surna- 
geant de chaque tube dans trois autres tubes. On obtient ainsi 
trois nouvelles séries. La premiére sert A mettre en évidence 
la présence d’un excés d’antigéne dans les liquides surnageants. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 juin 1947. 
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Dans ce cas l’introduction d’une petite quantité d’antisérum pur 
provoque l’apparition d’un anneau dans la zone de contact des 
deux liquides. Dans la deuxiéme série on détermine la présence 
des anticorps qui n’ont pas été précipités dans la réaction initiale. 
On ajoute, a cet effet, une quantité convenable du méme antigéne. 
La formation d’un anneau de précipitation au niveau de J’inter- 
face indiquera la présence d’un excés d’anticorps. A la troisiéme 
série on ajoute, de la méme maniére, une quantité identique de 
autre antigéne. De cette facon il est possible de déterminer 
dans chacune des deux séries la zone d’équivalence du complexe 
antigéne-anticorps, de mettre en évidence la présence d’un seul 
ou de plusieurs anticorps et de déterminer leur spécificité. 

Dans la réaction de fixation du complément on détermine la 
concentration optima de chaque protéide selon une technique 
décrite ailleurs [4]. Cette technique permet, comme nous |’avons 
moniré, une appréciation grossi¢re des quantités équivalentes 
d’antigéne et d’anticorps. 


PREPARATION DES ANTISERUMS. — Pour la précipitation des anti- 
sérums nous avons employé des cultures de bacilles tuberculeux 
bovins lisses obtenues sur tranches de foie de cheval ou sur ceuf- 
sérum coagulé d’aprés R. Laporte [5]. Les cultures sont stérilisées 
pendant une heure a 80°. Les bacilles desséchés, pulvérisés, pesés 
et mis en suspension dans de l’huile de paraffine sont injectés 
a des lapins par voie sous-cutanée 4 la dose de 50 4 100 mg. Les 
anticorps antiprotéidiques apparaissent chez certains animaux 
trois a quatre semaines plus tard, chez d’autres, une dizaine de 
jours aprés une deuxiéme injection. 


PREPARATION DES ANTIGENES. — Pour la préparation des anti- 
génes protéidiques nous précipitons a plusieurs reprises, par le 
sulfate d’ammonium A saturation et 4 pH 7, les protéides contenus 
dans le filtrat des cultures sur milieu synthétique. Le précipité 
dissous dans de |]’eau distillée est reprécipité ensuite 4 pH 4 par 
l’acide acétique et le liquide surnageant est précipité par l’acide 
trichloracétique A concentration finale de 2 p. 100. Le précipité 
trichloracétique est redissous 4 pH 7 a l’aide de quelques gouttes 
de NaOHn/1. On répéte cette opération une deuxiéme fois ; puis 
le précipité dissous est dialysé et desséché dans le vide en présence 
d’anhydride phosphorique. C’est cette derniére fraction que nous 
utilisons comme antigéne protéidique. En effet, la fraction des 
protéides qui est précipitée par l’acide acétique renferme, surtout 
si elle provient de souches humaines, des quantités importantes 
d’impuretés de nature glucidique qui sont sérologiquement trés 
actives et qui peuvent masquer complétement la réaction des pro- 
iéides proprement dits de cette fraction. Ceci ressort du fait que, 
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dans la réaction de fixation du complément, l’activité de dilutions 
croissantes d’une solution de cette fraction n’est nullement modi- _ 
fiée par la trypsine. Les figures 2 et 4 (courbes Hac et Hac,), 
montrent ces faits. Ce phénoméne, que nous avons déja analysé 
dans des recherches antérieures [2, 3], est dQ a la présence, dans 
cette fraction, d’un complexe glucidoprotéidique trés actif qui 
résiste a la digestion trypsique. Les protéides solubles 4 pH 4 et 
précipités par l’acide trichloracétique, par contre, perdent 
presque complétement leur pouvoir fixateur aprés la digestion 
trypsique, ce qui prouve que l’activité sérologique de cette fraction 
est due aux protéides seuls (fig. 2 et 3, courbes Htr et Htr,). 

Les préparations de protéides des bacilles bovins et humains 
utilisées dans ces expériences ont une teneur en azote protéidique _ 
a peu prés égale (13,8 et 14,4 p. 100). 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. — La comparaison des réactions 
de divers sérums avec les protéides des bacilles bovins d’une part 
et avec les protéides des bacilles humains d’autre part, montre 
que les premiers sont toujours plus actifs que les seconds. Les 
quantités minima précipitables de protéides varient suivant les 
sérums entre 1/32 et 1/512 de milligramme pour le bovin et entre 
1/8 et 1/82 de milligramme pour |’humain. Ces variations sont 
Vexpression de la spécificité variable des anticorps protéidiques. 
En effet, dans le sérum le plus spécifique, le protéide bovin 
est précipité a la dose minima de 1/152 de milligramme 
et le. protéide humain 4 la dose, minima de 1/8 a 1/16 
de milligramme, dose trente-deux A _ soixante-quatre fois 
plus grande. Dans le sérum le moins spécifique, le protéide 
bovin est précipité a la dose minima le 1/82 de milligramme, 
dose quatre fois plus grande seulement. 

Le sérum A 93 (fig. 1) est un exemple d’un sérum trés 
spécifique du type bovin. Les réactions de précipitation et 
de fixation du complément montrent qu’il réagit avec le 
protéide bovin d’une maniére beaucoup plus intense qu’avec 
le protéide humain. La précipitation du protéide bovin est tres 
rapide et massive, celle du protéide humain trés lente et 
faible. L’expérience d’épuisement progressif des anticorps par 
le protéide humain montre que méme un trés grand exces du 
protéide humain n’enléve pas a ce sérum la faculté de précipiter 
le protéide bovin. 

D’autres sérums donnent des réactions plus ou moins intenses 
avec les  protéides des bacilles humains. L’étude de ces 
sérums, dont quelques exemples sont représentés sur les figures 2 
a4 montre: 1° que les protéides bovins sont sérologiquement 
toujours plus actifs que les protéides humains, mais a des degrés 
variables ; 2° que J’épuisement des sérums par les protéides 
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bovins leur enléve, en général, la facullé de réagir avec les pro- 
téides humains ; 3° qu’un excés plus ou moins grand de pro- 
téides humains inhibe la réaction des sérums avec les protéides 
bovins. L’examen de ces faits nous conduit a les interpréter de 
la facon suivante : 


Les protéides des bacilles tuberculeux possédent divers grou- 
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Fig. 4. — Réaction de fixation du complément. — La courbe indique les quan- 


tités maxima et minima d’antigéne fixées par l’antisérum a des dilutions 
variables. Btr, courbe de la fraction trichloracétique du protéide bovin avant - 
la digestion; Btr,, courbe de la ‘fraction trichloracétique du protéide bovin 
apres la digestion; Htr, courbe de la fraction trichloracétique du protéide 
humain avant la digestion; Htr,;,.courbe de la fraction trichloracétique du 
protéide humain avant la digestion; Hac,, courbe de la fraction acétique du 
,protéide humain aprés la digestion. 

Réaction de précipitalion avec des quantités décroissantes de protéide bovin 
et de protéide humain. La fléche indique le point de primofloculation, la fin 
du trait horizontal indique la quantité minima d’antigéne qui produit encore 
un précipité. 

Les liquides surnageants sont examinés : a) en présence de l’antisérum pur 
(mise en évidence d’un exces d’antigéne); 6) en présence d’une solution a 

- 0,2 p. 4.000 du protéide bovin et c) en présence d’une solution & 0,2 p. 4.00 
du protéide humain (mise en évidence d’un excés d’anticorps). 

Les mélanges dans lesquels la réaction est positive, sont marques par un 
trait continu ou brisé suivant l’intensité de la réaction. Deux traits super- 
posés indiquent !’apparition d’une double zone de précipitation. 


pements chimiques qui déterminent leurs propricétés antigéniques : 


parmi ceux-ci certains groupements existent exclusivement ou 
sont trés prédominants dans les protéides des bacilles bovins ; 
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certains autres _groupements existent également dans les 
protéides des bacilles humains. Ceux-ci possédent surtout ces der- 
niers groupements et trés peu des premiers. 

Les anticorps sont plus ou moins adaptés a ces différents grou- 
pements chimiques. Plus les anticorps sont strictement adaptés 
aux groupements spécifiques des protéides bovins, moins ils 
réagissent facilement avec les protéides humains. I] faudra, pour 
précipiter ces anticorps par le protéide humain, ajouter une 


Fig. I- Sérumdu Lapin 168 
SERUM, REACTION DE FIKATION BU COMPLEMENT 
2h. & 4P 


Her 
SPR, fac 


alr 


' ' i ‘ t t t 
2 4 6° T6 Be BA 28 26 Si2 Tor Fosse 20% 
ANTIGENE EN QP. 


‘ t i i 


REACTION DE PRECIPITATION 

ae UA alg Fe fei alia ahs Wy Oath” et 
za St 32 GA 128 256 612 1024 
> giteat rman, T 


Mgrs. D'ANTIGENE 


rs) 
oly 


i aan 


1° 306 séRUM 
PRECIPITATION DU 
PROTEIDE BOV/N 


PRIMOFLOCULATION 


9a Se 


PROTEIDE BOVIN 


PROTEIDE HUMAIN 


EPREUVES DES 
SURNAGEANTS PAR 


+ 


PRECIPITATION DU 
PROTEIDE HI/MAIN 


SERUM /88 


EPREUVES DES 
SURNAGEANTS PAR 


PROTEIDE HUMAIM 
PROTEIDE BOVIN 


SERUM /88 
| 
! 
| 


Fic. 2. — Légende, voir figure 4. 


ves grande quantité de ce dernier de facon a avoir un nombre 
sulfisant de groupements capables de se combiner aux anticorps. 
1, au contraire, les anticorps sont adaptés aux groupements 
communs aux protéides des deux types, la précipitation appa- 
raitra déja en présence d’une quantité plus faible de protéide 
humain. C’est pourquoi le point de la primofloculation du pro- 
téide humain se déplace, lorsque l’anticorps est moins spécifique, 
vers les concentrations plus faibles et, par suite de la stabilité 
plus grande du complexe antigéne-anticorps, il résulte un élar- 
gissement de la zone d’équivalence (voir fig. 2 et 8). 


r 


Un autre facteur dont dépend l’aspect quantitatif des réactions 
est la quantité des anticorps. Un sérum riche en anticorps neutra- 
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lise comparativement de plus grandes quantités d’antigene qu’un 
sérum pauvre et la quantité d’antigéne qui donne lieu a la primo- 
floculation est également, proportionnellement au titre du sérum, 
plus grande. Ainsi le sérum A 93 (fig. 1), qui est trés riche en 
anticorps spécifiques du type bovin, neutralise 1/4 de mg. de 
protéide bovin et flocule en premier lieu en présence de cetle 
quantilé, tandis que les sérums des figures 2 et 4 dont la teneur 
en anticorps spécifiques du type bovin est faible, neutralisent 
seulement 1/32 de mg. et présentent également la primoflocula- 
tion A cette dose de protéide bovin. 


L’étude du sérum de la figure 4 montre que des anticorps de 
spécificité différente peuvent coexister dans le méme sérum. En 
effet, si on épuise ce sérum par le protéide humain, il réagit 
encore partiellement avec le protéide bovin et seul un trés grand 
excés de protéide humain épuise ce sérum complétement. Inver- 
sement, on peut épuiser ce sérum par des quantités assez consi- 
dérables de protéide bovin sans que son activité vis-a-vis du 
protéide humain soit diminuée et seul, un trés grand excés de 
protéide bovin pourra épuiser ces anticorps. Il y a donc dans ce 
sérum une petite fraction d’anticorps trés spécifiques du type 
bovin et une autre fraction qui, au contraire, est adaptée a des 
groupements qui prédominent dans les protéides des bacilles 
humains. 

Nos expériences montrent enfin que la composition des pro- 
téides bovins n’est pas tout 4 fait homogéne. On observe, en effet, 
dans la réaction de ces protéides avec la plupart des antisérums, 
deux zones optima de précipitation et de fixation du complément 
dont l’une correspond a des concentrations relativement faibles 
et l’autre & des concentrations trés fortes de ces protéides. Le 
premier optimum est dd a la réaction de l’anticorps spécifique 
avec l’antigéne prédominant dans les protéides bovins, tandis que 
le deuxiéme optimum indique la présence d’un autre antigéne dont 
les propriétés sérologiques semblent étre trés proches de celles 
des protéides des bacilles humains. 


‘RESUME. 


Les anticorps antiprotéidiques des sérums d’animaux préparés 
par injection de bacilles tuberculeux de type bovin lisse varient 
dans leur spécificité. Dans certains cas, ils réagissent de facon 
trés spécifique avec les protéides des bacilles bovins, dans 
d’autres, ils réagissent aussi plus ou moins fortement avec les 
protéides des bacilles humains. 

Les variations de la spécificité des anticorps protéidiques 
s’expliquent d’une part par la prédominance, dans les protéides 
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des bacilles bovins, d’un groupement antigénique trés rare dans 
les protéides des bacilles humains, d’autre part, par la présence 
d’autres groupements antigéniques plus fréquents dans les pro- 
téides des bacilles humains. La spécificité des anticorps dépend 
de leur adaptation plus ou moins stricte aux uns ou aux autres 
de ces différents groupements antigéniques. 
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HEMOLYSE PAR LES SAVONS A CATION ACTIF 


par J. POLONOVSKI et M. MACHEBOEUF (’). 


Les savons a cation actif sont hémolytiques. Etant donné linté- 
rét industriel et biochimique de ces amines quaternaires grasses, 
il nous a paru ulile de reprendre avec elles les expériences qui 
ont déja donné lieu a tant de travaux pour les autres agents 
hémolytiques. 

On accuse les savons, et ceux-ci en particulier, de dénaturer 
les protéines ; cependant nous sommes parvenus a préparer de 
Vhémoglobine cristallisée a partir de globules de cheval lavés 
plusieurs fois par une solution de ClNa 4 9 p. 1.000 et lysés par 
une solution de sapamine MS: 1 cm* de purée globulaire 
+ 0,3 cm* de sapamine a 4 p. 1.000, refroidis A — 5° et abandonnés 
a — 15° avec 20 p. 100 d’alcool éthylique. Les cristaux obtenus 
se présentent au microscope en tablettes allongées. 

Les résultats que nous apportons ici ont trait au retard ou a 
l’inhibition apportés par certains corps a l’hémolyse par les savons 
a cation actif. Les deux savons que nous avons utilisés sont le 
zéphirol (chlorure de dodécylbenzyldiméthylammonium P. M. 340) 


CH, — (CH,), —N+ Cis 
es 
CH SCHL: 


et la sapamine M S (méthylsulfate de oléylaminoéthyldiéthylmé- 
thylammonium P. M. 507) 
CH, 


| 
CH; — (CH,); — CH = CH — (CH,), — CO — NH — CH, — CH, -N+ _S0,CH,— 
CoH; CoH; 


Ils se comportent de fagon analogue a condition d’étre pris 
équimoléculairement. 

Les globules provenaient, soit de sang de cheval, soit de sang 
de mouton et étaient lavés plusieurs fois a eau physiologique. 

Nous avons envisagé du point de vue de leur action anti-hémo- 
lytique les substances suivantes : sérum albumine, sérum_ total, 
oléate de Na, sels biliaires, lécithine, cérébroside, cholestérol, 
esters de cholestéro] et cénapses lipidoalbuminiques du sérum. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1947. 
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Nous définissons le pouvoir antihémolytique d’aprés la quantilé 
de substance qu’il faut ajouter, pour inhiber l’hémolyse, 4 une 
quantité déterminée de savon suffisante pour provoquer une hémo- 
lyse instantanée. 


1° SERUM ALBuMINE. — La sérum albumine cristallisée n’est 
antihémolytique qu’a dose élevée (au moins dix fois le poids de 
sapamine). De plus cette action est en fait un retard a ’hémolyse. 
L’étude en fonction du temps montre que méme de fortes doses 
dalbumine (40 mg. pour 0,2 mg. de sapamine) sont incapables 
d’inhiber complétement l’hémolyse. On peut cependant fixer gros- 
sierement la dose limite de sérum albumine capable d’inhiber 
V’hémolyse car a partir de 32 4 40 mg. pour 0,2 mg. de sapamine, 
la lyse n’est que trés faible et trés tardive. 


Sérum albumine cristallisée 4 80 mg. par centimétre cube. 
+ 0,4 cm’ de sapamine M § 8 2 p. 1.000, soit 0,2 mg. 
+ 0,5 cm* de suspension globulaire de mouton (4/200°). 


CENTIMETRE CUBE 
MILLIGRAMMES 
10 SECONDES 

5 MINUTES 
30 MINUTES 
2 HEURES 
4 HEURES 
6 HEURES 
8 HEURES 
24 HEURES 


om 


www 


oS i—) cococoso 


. 


or ef Rwwro 
So SoS SeSocCoHrEe 


L, lyse totale; 1. p., lyse partielle. 


2° Strum. — On observe des résultats analogues avec du 
sérum total ou du plasma. Il y a un retard a l’hémolyse, le retard 
est plus marqué que pour l’albumine seule. Dans les mémes cond- 
tions que pour la sérum albumine dans l’exemple précédent, la 
lyse n’est totale pour 0,05 cm* de sérum qu’au bout d’une heure. 
Il est difficile de fixer quelle est la dose suffisante de sérum pour 
inhiber totalement l’hémolyse : avec 0,1 cm?® d’une solution de 
sapamine a 2 p. 1.000 (soit 0,2 mg.), on observe une lyse partielle 
méme pour 0,10 cm*® de sérum au bout de six heures. Pour des 
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doses supérieures, 0,15, 0,20... 0,80, on ne constale qu'une lyse 
extrémement minime et pour 3 cm*, aucune lyse visible. 


3° OLEATE DE SODIUM ET SELS BILIAIRES. — L’oléate de sodium 
est hémolytique. Mais loin de s’ajouter, les effets des deux savons 
se retranchent : le savon cationique se combine au savon anio- 
nique et le sel obtenu est beaucoup moins actif sinon totalement 
inactif sur |’hémolyse. 

Voici un exemple parmi les résultats obtenus avec des solutions 
d’oléate (O) et de zéphirol (Z) 4 3,3 M/1.000. 


0,25 325 0,25 0,25 0,25 0,25 


0,400 0,250 | 0,230 | 0,200 | 0,100 
0 400 80 20 4 


Les sels biliaires se comportent de la méme fagon et on observe 
également un retard maximum a l’hémolyse pour un mélange 
équimoléculaire de zéphirol et de cholate de Na. Nous avons aussi 
noté que dans la zone ot le cholate est en excés l’hémolyse est plus 
rapide que dans le témoin ne contenant que le cholate seul. Ce 
phénoméne s’expliquerait mal si on voyait dans leffet de ces 
agents anioniques une simple neutralisation du savon cationique. 
I] doit y avoir une émulsification par Vexcés de sels biliaires et 
le zéphirol ainsi émulsionné garderait son pouvoir lytique. 


4° Liciruine. — La lécithine a un effet de retard sur l’hémolyse, 
mais celle-ci se produit toujours. 
Exemple : 


0,05 cm* de sapamine a 2 p. 4.000 Id. + lécithine, 0,08 mg. lyse 
en une heure. 


lyse en une minute. Id. + lécithine, 0,60 mg. lyse 
en quelques heures. 


0,2 cm* de sapamine 4 2 p. 41.000 Id. + 2,5 mg. 


lyse instantanée. lyse en quelques minutes. 


es est difficile de préparer des émulsions concentrées de Jéci- 
thine. ; 


5° CuoLesrérot. — Seul parmi les substances essayées, le 
cholestérol s’est montré vraiment actif comme inhibiteur de l’hémo- 
lyse par les savons inversés. On connait depuis longtemps son 
action antihémolytique dans d’autres circonstances (saponines, 
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agaricine, télanolysine [4, 2, 3]). On sait d’autre part que le 
cholestérol] donne avec les savons anioniques et cationiques des 
combinaisons physiques (figures de myéline, émulsions de goutte- 
lettes anisotropes...) [4, 5]. 

On prépare le mélange de savon et de cholestérol en émulsion- 
nant une solution éthérée de cholestérol dans la solution de savon 
et en chassant ]’éther a |’ébullition. 

Les résultats obtenus en mélangeant ensuite 0,1 cm® de la solu- 
tion obtenue avec 0,5 cm* de suspension globulaire a 1/200 
environ, sont les suivants : 

1° Tant que la quantité de cholestérol est inférieure a une cer- 
tame dose limite, il y a lyse plus ou moins retardée. Dés que la 
dose limite est atteinte, il n’y a plus de lyse. 

2° Cette dose limite correspond approximativement a un poids 
égal de cholestérol et de savon (s’agit-il d’une équimolécula- 
rité 2). 

3° On observe un phénoméne supplémentaire de floculation des 
globules dans une certaine zone de concentration de la solution 
savon + cholestérol. Cette floculation représente méme une agglu- 
tination instantanée pour une dose optimum du-mélange. 

Exemple : 


Sapamine 1 p. 1000 : 0,2 cm’, soit 0,2 mg. 


CHOLESTEROL 
(en milligramme) 


0,025 | 0,050 | 0,075 | 0,100 | 0,125 0,150 0,175 0,200 0,250 
PSR Sa PM Wa bs Ts l. p. 0. 0. 
L(enmin.).} <4 SAlecat f 60 min. |120 min./420 min.| 120 min. 
| 


Zéphirol 0,4 cm? a! p. 1.000, soit 0,1 mg. 


CHOLESTEROL 
(en milligramme) 


$$ 5 $< ___— 


0,080 0,100 0,120 0,150 0,200 


Agglu. | Agglu. 


Agglu., agglutination ou floculation instantanée. 
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Sapamine 4 p. 1.000 + Cholestérol 1 p. 1.000. 


3 
0,05 cm? 0,1 cm* 0,2 cm’ 0,3 cm? 4 CM 


Y Lyse en Lyse en 
20 min. 25 min. Séd. bd. plus de 60 min.| plns de 60 min. 


Y, floculation; Séd., sédimentation rapide. 


Sapamine 4 p. 1.000 + Cholestérol 4 2 p. 4.000. 


0,04 cm? | 0,02 cm? | 0,04 cm? | 0,05 cm® | 0,06 cm? | 0,40 cm? | 0,30 cm® | 0,50 com> 


ee 
mf 


éd. Y Y v Y Y Ae Séd. 
° 10 min. Ag. Ag. Ag. 30sec. | 5 min. 


y Ag., agglutination instantanée. 


Zéphirol a 4 p. 4.000 + Cholestérol & 4,2 p. 4.000. 


0,05 cm? 0,4 cm’ 0,2 cm® 


Y Y 
Ag. . Ag. + lyse 
partielle. 


Ce phénoméne d’agglutination n’est done perceptible que pour 
des doses relativement faibles de savon et de cholestérol. Cette 
quantité, étalée en couche monomoléculaire, correspondrait a une 
fraction importante de la surface des globules. 

Les autres substances sur lesquelles nous avons expérimenté : 
cérébrosides, hémoglobine, sucres, esters de cholestérol, n’ont 
provoqué que des retards assez faibles de l’hémolyse. 

Citons enfin le cas des cénapses lipido-protidiques du sérum 
(albumines contenant 22 p. 100 de lipides). Ils se sont montrés 
encore plus actifs que le sérum pour retarder l’hémolyse. 

Ce retard a l’hémolyse semble ainsi lié A une plus ou moins 
grande richesse en lipides (phosphatides et cholestérol). On peut 
étudier quantitalivement ce retard en observant l’état de l’hémo- 
lyse au bout d’un temps déterminé, Exemple : 
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Pour 0,1 cm* de sapamine & 2 p. 1000. 


3 
Z a 
ore , pS. a Nn on 
Pp se 4%, A eee ie te 
2m op erg sg my Of Wi BO 4} eo 
28 a8) ao eed = § Ay 
a a Sa ag A a Big 
zo a oO a 2 a) wo 5 2 
2 ag Sh OR Nr. 
& - 3 
mn 
Bid) 2cheure!. : 8 0,05 0,05 5 3,3 0,2 
En 8 heures... . 32 0,10 0,10 45 4£a5 0,25 


Est-ce le cholestérol contenu dans ces protides qui est respon- 
sable de leur pouvoir inhibiteur ? 

Ceci est possible bien que la lécithine s’oppose au cholestérol. 
En effet, nous avons essayé de mélanger lécithine et cholestérol. 
La lécithine inhibe alors l’action du cholestérol : la lyse se pro- 
duit avec un retard. 

0,1 cm*® de solution de sapamine a 2 p. 1.000; cholestérol a 
4 p. 1.000; lécithine 4 16 p. 1.000; 0,5 cm* de suspension glo- 
bulaire. 

Lyse en quelques heures. Mais en présence de protéines, la 
lécithine n’agit plus et le cholestérol redevient inhibiteur. 
Exemple:: 


0,1 cm? solution de sapamine 4 2 p. 1.000 + \cholestérol a 4 p. 1000 + 
lécithine & 16 p. 1.000 + » em® sérum albumine cristallisée & 0,80 g. par 
centimétre cube + 1 cm* suspension globulaire. 


n 0 0,05 0,4 0,2 


ee 


Lyse en 6 heures.| | Totale. 0 0 0 


Le pouvoir antihémolytique du cholestérol s’explique donc 
par ses combinaisons physiques avec les savons, et i] parait bien 
étre a Vorigine du pouvoir antihémolytique du sérum. Mais il 
n’explique pas tout: la lécithine d’une part, et la cristalbumine 
d’aulre part, qui ne contient que des traces de phosphatides et 
pas du tout de cholestérol, présentent ce phénoméne de retard 
(inhibition partiele). ee 

Par ailleurs, le phénoméne d’agglutination que nous avons 
observé pour une cerlaine dose du complexe savon-cholestérol 
nous semble intéressant pour les relations qu'il révéle entre les 
agents lytiques et les agents agglutinants. 
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CULTURES EPITHELIALES PURES 
SUR MEMBRANES PLASTIQUES 
SANS REPIQUAGES ET SANS PLASMA: 
PREPARATION RAPIDE DE CULTURES COLORABLES 
COMME DES FROTTIS 


par Jonn WIRTH et Grorces BARSKI (*) 


(Institut Pasteur. Service des Virus.) 


CULTURES EPITHELIALES PURES ET CULTURES DE VIRUS. 


Cette communication est d’inspiration essentiellement pratique. 
En 1929 déja, Andrewes avait affirmé que la culture des tissus 
était devenue une technique applicable a l’étude des problémes 
les plus divers. Nous n’aborderons ici qu’une seule application 
de la méthode, a savoir |’étude des virus ultrafiltrants. 

Depuis plus de trente ans déja, il a été possible de propager 
des virus sur des cultures tissulaires ; la méthode s’est répandue 
réellement depuis la simplification apportée par les Maitland, 
puis par Li et Rivers. Jusqu’aux travaux de ces auteurs, la 
culture tissulaire, parfaitement au point depuis les travaux de 
Carrel et de Fischer, était cependant restée trop complexe pour 
étre untversellement utilisable. La culture en masse, en milieu 
liquide simple, ceuvre des auteurs précités, a permis la culture 
prolongée in vitro de trés nombreux virus. Depuis dix ans, cette 
culture a permis de nombreuses observations sur les variations 
des virus, observations qui, a leur tour, ont conduit a la prépa- 
ration de souches utilisables cliniquement comme vaccins. L’in- 
térét intense suscité par tous ces travaux, et l’impression trés 
répandue de disposer en la culture tissulaire d’une arme remar- 
quable dans la lutte contre les maladies a virus, obligent cependant 
a reconnaitre que cette méthode n’a pas encore été exploitée a 
fond dans ce domaine. 

Les constatations. des cultivateurs de virus sont difficiles 4 inter- 
préter et, de ce fait, de valeur inégale, parce que leurs tissus ne 
sont souvent ni en culture pure, ni méme réellement en culture, au 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 mai 1947. 
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sens ou Carrel entendait ce mot. Les cultures en goulles pendantes 
et en flacons de Carrel sont trop peu ulilisées actuellement pour 
la culture des virus pour que notre ¢onstatation soit invalidée. La 
méthode des Maitland, telle qu’elle est utilisée en pratique, ne 
comporte pas de culture tissulaire, puisque les cellules ne sont pas 
repiquées, mais renouvelées périodiquement. I] en va de méme 
pour la méthode de l’agar-tissu, développée par Zinsser et 
Cheever. Seule la méthode des roller-tubes proposée par Carrel, 
et appliquée sur une échelle importante par Gey et Bang, 
comporte une culture tissulaire véritable et la possibilité de faire 
proliférer des virus sur des souches cellulaires pures. C’est sur 
ce dernier point, l’emploi de cultures pures, que nous insisterons 
plus longuement, encore que la culture pure de fibroblastes soit si 
facile et si rapide qu’elle ait assez souvent servi a l’entretien de 
certains virus, travaux sur lesquels il n’y a pas lieu de revenir ici. 
Les cultures pures de parenchymes épithéliaux, par contre, ont 
été relativement peu utilisées. L’affinité de la plupart des virus 
pour ces cellules, la diversité des épithéliums, leur autohomie per- 
sistante in vitro, le nuancé de leurs réactions, en présence- de 
divers virus, les belles possibilités d’études histologiques qu’offrent 
leurs cultures, autant de raisons qui rendent inexplicable le peu 
d’intérét qu’elles suscitent dans les laboratoires consacrés a |’ étude 
des virus. 

De méme que la propagation des virus in vitro ma pris tout son 
essor que grace aux simplifications importantes apportées par les 
Maitland, par Li et Rivers, de méme, il nous parait probable que 
la complexité relative de Ja culture épithéliale pure retarde son 
application aux problémes actuels et surtout au transfert dans le 
domaine pratique des connaissances théoriques accumulées dans 
les différents laboratoires. 


APPLICATIONS ANTERIEURES DES CULTURES EPITHELIALES PURES 
A L’ ETUDE DES VIRUS. 


Ainsi que nous l’avons mentionné, ces applications ont été rares, 
comparées aux travaux effectués avec des cultures de tissus 
mixtes. A notre connaissance, un seul groupe d’auteurs a utilisé 
des membranes pures d’épithéliums pour Ja culture d’un virus 
Kobe et Fertig, en 1936, ont utilisé des membranes pures d’épi- 
ihélium iridien pour une demi-douzaine de passages du virus 
aphteux. 

Dee cultures épithéhales en gouttes pendantes ou couchées ont 
permis étude de l’interaction entre les virus et les cellules. De 
tres beaux résultats ont été obtenus par les chercheurs utilisant 
celte technique. Parmi les cinquante auteurs ayant publié de tels 
travaux, citons Nauck, en 1936, qui étudie agent de l’ectromélie 


ea 
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en culture tissulaire pure d’épithélium, et qui décrit également, 
en 1937, action sur le méme matériel du virus lymphogranulo- 
mateux. Rappelons le travail de Malamos (1938), qui cultive éga- 
lement le virus lymphogranulomateux sur des membranes épithé- 
liales pures. Les virus de la psittacose et de la vaccine, de méme, 
ont été assez souvent utilisés pour l’étude de leur action sur les 
cellules épithéliales en culture pure. [Nauck et Robinow (1935), 
Bland et Robinow (1939), Bland et Canti (1935).] 


TECHNIQUES UTILISEES A CE JOUR POUR OBTENIR 
DES MEMBRANES EPITHELIALES PURES. 


Il est bon de rappeler toutes les techniques mises au point dans 
les laboratoires de cultures tissulaires. La méthode classique, celle 
de Carrel, consiste 4 cultiver le tissu A parenchyme épithélial a la 
surface de gouttes de plasma coagulé. Le fragment tissulaire est 
collé 4 la surface au moment méme de la coagulation. Cette der- 
niére manoeuvre, parfois délicate, n’est pas indispensable ; on 
_ peut attendre la coagulation ferme du milieu et déposer le tissu 
sur la surface plasmatique, 4 condition toutefois d’humecter la 
surface de la goutte au moyen d’une spatule de verre et d’un 
peu de solution physiologique. Il est nécessaire alors de cultiver 
en position couchée, dans une étuve a chaleur descendante, pour 
que la condensation se fasse vers le bas. La formation de mem- 
branes épithéliales est ainsi facilitée. En pratique, les fibroblastes, 
pénétrant le milieu plasmatique, proliférent abondamment au 
début ; ce n’est que vers le troisiéme ou quatriéme repiquage que 
les membranes épithéliales pures se développent pratiquement 
exclusivement. Ceci provient probablement du fait que les explants 
sont dés ce moment solidement recouverts de toutes parts d’une 
couche épithéliale. L’Age du tissu embryonnaire joue un rdle 
primordial. L’épithélium se propagera d’autant plus précoce- 
ment (dans la suite des repiquages) que l’embryon aura été plus 
agé. Ces membranes épithéliales pures se trouvent done a la 
surface du plasma coagulé. La digestion du plasma, caracté- 
ristique des tissus épithéliaux, intervient alors; la membrane 
épithéliale primitive se perce de trous dus a la disparition du 
support plasmatique liquéfié, toutes les cellules de la membrane 
se rétractent vers la périphérie, formant un anneau épithélial 
dense, qu’il n’est plus possible d’étudier histologiquement, mais 
qui reste viable. Par la digestion continue de la goutte de plasma, 
le fragment de tissu explanté finit par arriver au contact du verre ; 
dés lors, une prolifération secondaire peut avoir lieu, a point de 
départ du tissu initial et aussi de l’anneau périphérique. Ces 
membranes arrivent souvent a étre fort belles et faciles a colorer, 
situées comme elles le sont directement au contact du verre. Elles 
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sont cependant toujours trés irréguliéres de forme. Elles ne per- 
mettent guére d’estimation quantitative (fig. 2). Avce moment, les 
fibroblastes ne proliférent plus du tout puisque tout réseau fibri- 
neux leur fait défaut. Cette technique a été ulilisée par les chercheurs 
de Hambourg et de Londres (Nauck, Malamos, Bland, Robinow). 

Nous ne pouvons nous étendre ici sur les caractéristiques cul- 
turelles différentes, selon le tissu embryonnaire, l’Age de ce tissu, 
et selon |’espéce animale. Nous rappellerons seulement que le rein 
d’animaux adultes parait étre |’unique tissu permettant d’obtenir 


Fic. 14. — Explantation directe sur membranes plastiques en milieu liquide 
(pas de plasma): Au bout de trois jours, cultures pures d’épithélium pul- 
monaire. Noter Ja régularité et l'ampleur de la croissance. 


des cultures épithéliales pures sur milieu plasmatique dés le pre- 
mier repiquage. 

La culture de tissu directement sur lames de verre, sans pré- 
sence de plasma, a souvent été décrite (Drew, Lewis, Fischer, 
Heaton, Santesson, et d’autres). De l’avis des cultivateurs eux- 
mémes, il s’est agi plutot d’une méthode d’exception, inférieure 
par les résultats obtenus 4 la culture sur plasma. La surface vitrée 
ne permet pas ]’extension rapide et facile des membranes épithé- 
liales nécessaire a une prolifération active et indéfinie. Santesson, 
dans son étude remarquable sur la culture des tissus néoplasiques 
de la souris, passe en revue les différents supports décrits dans 
la littérature (agar, fibrinogéne, albumine d’ceuf, celloidine, cello- 
phane, etc.). Cet auteur a choisi le plasma malgré ses inconvé- 
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nients, pulsque ce support donne incontestablement les meilleurs 
résultats. 

Une troisiéme méthode de culture épithéliale pure consiste. a 
favoriser l’épithélium par rapport aux fibroblastes, en utilisant 
certaines substances, dites différentiateurs de croissance. Heaton, 
lors de ses expériences avec de tels produits, a été amené A étudier 
les conditions d’une extension épithéliale membraneuse. II spécifie 
a plusieurs reprises que les milieux liquides (avec ou sans sérum 
ou extrait) ne sont pas souvent utilisés puisqu’ils ne permettent 


Fic. 2. — 4° repiquage de cultures de poumon embryonnaire de poulet : Méthode 
classique 4 la surface de gouttes de plasma; cultures pures d’épithélium 
pulmonaire attenant au verre aprés digestion du plasma. Noter l’irrégularité 
des lambeaux de membranes épithéliales. 


qu'une prolifération inférieure et moins facilement maintenue que 
les milieux plasmatiques. D’autre part, des cultures en milieu 
liquide sont irréguliéres, sujettes plus que d’autres 4 la dessic- 
cation, aux variations de pH et sensibles aux traces de matiére 
eraisseuse a la surface de la verrerie ; de telles cultures ne permet- 
tent aucune estimation quantitative. Medawar, en 1937, poursuivant 
les études de Heaton, choisit également la culture sur coagulum 
plasmatique comme étant « de beaucoup la plus satisfaisante » 
(p. 151). Il souligne Virrégularité des membranes épithéliales 
obtenues lorsque la digestion plasmatique est intense (intestin), 
mais affirme que le plasma est indispensable, les cultures en 
milieu liquide étant aléatoires. 

Rappelons ici l’opinion de Katzentein et Knake, pour qui toute 


‘ 
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substance diminuant la tension superficielle favorise l’épithélium 
et inhibe les fibroblastes. Dans la pratique, l’application de ces 
méthodes a la culture des virus, au diagnostic, au titrage et aux 
études histologiques, se heurte a des difficultés réelles. La méthode 
de Carrel donne des résultats absolument constants, avant la 
digestion du milieu, mais implique : 

ye L’emploi du plasma qui géne beaucoup 3 coloration et 
étude histologique subséquente ; 

2° Des repiquages, toujours indispensables en arte plus ou 
moins grand, ce qui implique une attente de dix jours a deux 
semaines avant que les cultures ne deviennent utilisables. — 

En outre, les repiquages comportent toujours une perte par 
accidents techniques ou par infections qui diminue au moins de 
moitié les cultures disponibles aprés trois ou quatre passages. 
Nous dirons, de plus, que la croissance secondaire sur le verre, 
aprés digestion du milieu, est fort peu réguliére, puisqu’elle se 
développe au fur et & mesure de la digestion protéolytique. 

La culture sur lamelles de verre, sans plasma, ne donne pas une 
croissance assez abondante et énergique : |’émigration cellulaire 
telle qu’on l’observe, ne permet pas de supprimer l’explant et de 
continuer la culture, par lavages nutritifs des cellules ayant pro- 
liféré a la surface du verre (Heaton, p. 294). L’alimentation des 
tissus par liquide additionné de différentiateurs de croissance, Si 
elle permet d’obtenir rapidement des cultures pures d’épithélium, 
ne supprime pas l’inconvénient du plasma (Medawar, p. 151) et 


ne permet pas une extension rapide et surtout réguliére sur la 
surface vitrée. 


AMELIORATIONS RECHERCHEES. 


L’étude des applications de la culture tissulaire aux problémes 
posés par les maladies 4 virus nous a convaincus de l’utilité ew’il 
y aurait a mettre au point une technique permettant d’obtenir rapi- 
dement des cultures d’épithélium pures qui soient dépourvues de 
plasma et faciles a colorer. 

Nous avons done expérimenté avec un grand nombre de sys- 
témes différents de culture : 

1° Dans un milieu liquide (sérum-extrait-tyrode), entre deux 
lamelles de verre maintenues a des distances différentes 
permelire une bonne oxygénation : échec complet. 

2° Sur, sous ou entre des membranes de cellophane : résultats 
irréguliers, toujours médiocres. 

3° Sur lames de verre, 
hydrophile imbibés : 

a) de milieu liquide : échec ; 

b) de plasma coagulé : bonne prolifération, 
contre le plasma, jamais sur le verre. 


pour 


recouvertes de petits carrés de gaze 


mais toujours 


ee lt 


CULTURES EPITHELIALES ; 993 


4° Décalque de membranes obtenues sur plasma : échec. 

5° Digestion trypsique du support plasmatique couvert de 
membranes épithéliales : échece. 

6° Culture sur lames de verre recouvertes d’une mince couche 
de matiére. plastique, selon la technique de Porter, Claude et 
Fullam. Comme ces auteurs, nous avons obtenu une émigration 
cellulaire autant fibroblastique qu’épithéliale, mais peu vigou- 
reuse, trop pauvre pour une culture continue apres éloignement 
de |’ explant. 

-7° Ayant éprouvé des difficultés a décoller les pellicules. plas- 
tiques supportant les cellules en vue de la microscopie électro- 
nique, nous avons modifié la technique des auteurs américains 
en recueillant une membrane plastique trés fine, formée a la sur- 
face de liquide physiologique, sur des lamelles de verre. Ces mem- 
branes, séparées donc du verre par une fine couche de liquide, 
se sont tout de suite montrées extrémement favorables a la proli- 
fération du seul épithélium a |’exclusion des fibroblastes. La pro- 
lifération des cellules épithéliales sur ces membranes plastiques 
humides s’est trouvé étre, en deux ou. trois jours, incontestable- 
ment supérieure aux meilleurs résultats obtenus sur plasma a la 
suite de plusieurs repiquages. 

8° Nous avons dés lors entrepris de perfectionner cette méthode. 
Nous avons eu beaucoup de peine a4 répéter Jes résultats obtenus 
au début, chaque détail s’avérant étre d’une grande importance. 
L’évaporation doit étre minime, l’aération bonne, les rapports 
quantitatifs entre le tissu et le liquide doivent étre strictement 
respectés. Le ménisque doit étre concave, Je pH bien défini. La 
méthode finalement mise au point, que nous allons décrire, donne, 
et cela avec une régularité parfaite, de larges membranes épithé- 
liales pures, trés fines, confluentes, en l’espace de quelques jours, 
et sans emploi de plasma. Aprés fixation aux vapeurs osmiques, 
ces préparations sont simplement lavées a l’eau distillée, séchées 
et traitées comme des frottis. Les colorations les plus variées et 
l’observation a |’immersion sont dés lors possibles. 


TECHNIQUE ADOPTEE. 


Cyorx pu tissu. — Nous ne décrirons ici que les cultures de 
tissu pulmonaire, ce tissu nous étant le mieux connu. 

Les poumons d’embryon, de poulets de quinze a vingt jours 
d’incubation sont extraits avec les précautions habituelles. Le 
tissu est découpé sur un porte-objet avec quelques gouttes de 
liquide de Tyrode, au moyen de rasoirs spéciaux renouvelés 4 
chaque séance ; il est important que le tissu soit coupé et non 
déchiré ou éerasé. Les fragments a mettre en culture doivent étre 
petits : 1/4 4 1/2 téte d’épingle en fer, des fragments plus 
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volumineux ne donnent pas une prolifération épithéliale et 
contiennent tellement d’hématies, de leucocytes et de macro- 
phages, que la clarté de l'image épithéliale en est compromise. 
Pour éliminer le plus possible de ces cellules libres, nous laissons 
en quelque sorte dégorger les fragments dans quelques gouttes de 
Tyrode pendant deux A trois heures a la température de la 
chambre. 


-PRUPARATION DU MILIEU. — Ce facteur nous parait avoir une 
importance capitale. Des cultures avec une technique identique, 
mais avec des milieux simplement composés de différentes pro- 
portions de sérum, d’extrait embryonnaire et de Tyrode ne nous 
ont donné aucun résultat satisfaisant. ‘Le liquide résultant de la 
centrifugation de plasma coagulé par de lextrait, n’est pas 
nécessairement identique a un simple mélange de sérum et d’ex- 
trait; nous avons done choisi du liquide résultant de coagulum 
centrifugé comme se rapprochant le plus des milieux plasma- 
tiques (a la suite d’autres auteurs). Il nous a paru possible que 
certains facteurs de |’extrait soient altérés du fait de son activité 
coagulante, de sorte que nous additionnons au liquide mentionné 
encore de l’extrait frais, le tout étant dilué avec du Tyrode. 

En pratique, nous procédons de la fagon suivante : dans un 
tube a centrifuger, avec des billes de verre, sont mélangées une 
partie d’extrait et une partie de plasma. Le coagulum qui en 
résulte en l’espace de cing minutes est soumis a une agitation 
violente pendant deux minutes, ce qui le réduit en minuscules 
fragments. Le tout est centrifugé a 5.000 tours pendant dix 
minutes. Au liquide surnageant, transféré dans un tube stérile, 
sont ajoutées une partie d’extrait et deux parties de Tyrode. A 
ce mélange, nous ajoutons réguliérement 100 unités de pénicilline 
au centimétre cube. Il est dangereux d’utiliser moins de pénicil- 
line, car ce produit voit son pouvoir diminuer rapidement dans ce 
milieu et 4 37°. De plus fortes concentrations sont nuisibles au 
lissu, non pas tellement du fait de la pénicilline, mais des impu- 
retés encore abondantes dans les échantillons de ce produit 
trouvés actuellement dans le commerce. Le milieu est ainsi prét 
a Vemploi et peut étre conservé quatre jours a la glaciére 
(+ 2 4 + 4°). Précisons que notre Tyrode est préparé fraiche- 
ment a partir de solutions méres, lors de chaque mise en culture ; 
la formule en est classique, sauf en ce que nous avons quadruplé 
la quantité de phosphate monosodique pour contrecarrer J’effet 
alcalinisant de la filtration au Seitz. Cette filtration a lieu sous 
pression pour ne pas provoquer un départ de CO, (Thomas) 
Le Tyrode est additionné de 50 mg. p. 100 de rouge phénol A titre 
d’indicateur de pH. Notre extrait embryonnaire, ainsi que nos cul- 
tures, sont teints en rose saumon de ce fait, ce qui ne permet pas 
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seulement un contréle régulier du pH, mais aussi une estimation 


rapide de la quantité de liquide recouvrant les cultures, par la 


coloration plus ou moins intense de la goutte. 

L’extrait est confectionné avec un embryon de quatorze jours 
pour 30 cm* de Tyrode. Nous préférons découper l’embryon avec 
des ciseaux en morceaux de la taille de tétes d’épingles plutot 
que de le broyer avec des billes ou une presse, procédés qui 
donnent un extrait ulile, mais par trop chargé en débris cellulaires. 

Notre plasma de poule est-obtenu par ponction jugulaire avec 
une seringue glacée munie d’une forte aiguille (1 mm.). Nous 
n’utilisons aucun anti-coagulant ; ce plasma se conserve bien dans 
des tubes paraffinés et refroidis (0°). 


Incupation. — Les cultures se font en gouttes couchées, puisque 
le fragment de tissu doit reposer par son propre poids sur la 
surface ot ]’épithélium devra se propager. Il est donc nécessaire 
de disposer les récipients dans une étuve du type couveuse, c’est- 
a-dire ot l’élément chauffant se trouve en haut. La condensation 
se fera ainsi vers le bas. La surface-des boites de Petri ot se 
font les cultures étant relativement grande, ces boites doivent 
étre placées 14 ot la chaleur sera la plus réguliérement répartie, 
sinon il sera impossible d’éviter une dessiccation relative de cer- 
taines gouttes. Pour les mémes raisons, il faut éviter de sortir les 
cultures de l’étuve avant le moment de l’observation et du lavage 
nutritif : chaque refroidissement des boites provoque une conden- 
sation; comme la surface représentée par les cultures est tou- 
jours plus petite que la surface restante dans la boite de Petri et 
sur le verre de base, toute condensation suivie d’évaporation 
nouvelle tendra a dessécher les cultures. 

La température d’incubation qui nous a paru la plus favorable 
est de 36°. 

Les observations et lavages nutritifs se font a des intervalles 
de deux 4 trois jours. 


DESCRIPTION DES RECIPIENTS. — Les cultures se font sur de 
petites lames de verre taillées dans des porte-objets. Ces lames, 
au nombre de 6, sont disposées sur un grand carré de verre a 
vitre odinaire et couvertes par une demi-boite de Pétri. Le lutage 
se fait avec une pipette recourbée et de la paraffine trés chaude 
(fumante). Ces petites lames sont collées sur les vitres avec de 
la vaseline (voir plus loin) et, sur elles, la membrane plastique 
est maintenue en place par de petits anneaux carrés, confectionnés 
avec de la tige de verre forte de 3 mm. 


PREPARATION DES viTRES. — La surface entiére de ces vitres 
(carrés de verre ordinaire de 12 cm. sur 12 cm.) doit étre recou- 
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verte de vaseline, A l’exception de 6 fenétres correspondant aux 
portions centrales des 6 lames qui supporteront membranes plas- 
tiques et cultures. Cet enduit vaseliné sert 4 buts distincts : 


Vitre préparés avec la 
couche vaselinge et las 
lanes mises 9n place,avec 
leurs anneaux de verre, 


-couche d@ vaseline 
--lane de verre 


--anneau 


Vitre montrant 1s disposition 
de la vaseline en traits de 


pinoeau. 
Anneau en tige de 
Petite.lame: verre; 
26X20mn. Dimens.int.: 10x12 
mm . 
Vitre: Dimensions, 12 X 12 em. 
anneau-_ 
lame-._.__ ye 
membrane--...~.=>--.1"- 
vaseline --.-- ------- 
i — 

VERO 


N.B.: Les petites lames de verre sont privées d'un de levrs coins 
oour faciliter 1s mise en place 3 l'intérieur de 1s noite de P, 


Fic. 3 


a) I] diminue de beaucoup la condensation a la surface de la 
vitre ; 


b) Il évite la fuite par capillarité du liquide nutritif disposé sur 


les lames ; 


c) Il permet de coller fermement en place les lames, facilitant 


ainsi les manipulations ultérieures : fixation, lavages, colorations ; 


d) Il évite la transmission d’infections d’une lame a lautre. 


‘ 
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Avec de la vaseline trés chaude (fumante) et un pinceau, on 
délimite en 7 traits de pinceau les 6 fenétres ; celles-ci seront de 
5 mm. inférieures dans les deux dimensions aux petites lames de 
verre. Le vaselinage effectué, on met en place, provisoirement, le 
couvercle de la boite de Petri. 


CONFECTION DES MEMBRANES PLASTIQUES ET MISE EN PLACE DES 
PETITES LAMES. — La matiére plastique utilisée est le « Formvar » 
(polyvinyl américain) [Voir Porter, Claude et Fullam], en solu- 
tion 4 0,6 p. 100 dans du chlorure d’éthyléne. 

Une boite de Petri est remplie presque jusqu’au bord de liquide 
de Ringer fortement teinté en rose avec du rouge de phénol 
(0,15 p. 100). Avec une pipette Pasteur on laisse tomber d’une 
hauteur de 6 cm. une goutte de la solution de Formvar A la sur- 
face du Ringer. Il se forme instantanément une membrane plas- 
tique 4 la surface du liquide. Elle doit avoir environ 5 cm. de 
diamétre, mais reste invisible 4 l’exception de son centre, plus 
épais et souvent défectueux. Une lame est saisie avec une pincette 
et glissée depuis le bord de la boite de Petri jusque sous la 
membrane ; on cueille ainsi cette derniére sur la lame en ayant 
soin de laisser fuir le plus de liquide possible, et surtout en fai- 
sant se replier sous la lame les franges de la membrane. La lame 
est alors déposée sur la vitre vaselinée, sur une des fenétres. 
Lorsque les 6 lames sont en place, elles sont fermement appuyées 
contre ia vitre avec une tige de verre stérile, de facon que 
jes 4 bords s’enfoncent bien dans la couche de vaseline. 

Le rouge de phénol révéle une acidification progressive du 
liquide de Ringer qui doit étre changé dés que le pH descend 
au-dessous de 7. Entre la confection de membranes, i] est bon de 
vérifier avec les pincettes qu’aucun fragment de membrane ne 
persiste a la surface du liquide, ce qui génerait la formation régu- 
liére de la membrane suivante. 


Misk EN PLACE DES CULTURES. — Un petit anneau en tige de 
verre est placé sur chaque lame. Le liquide nutritif est introduit 
dans l’espace ainsi délimité, goutte 4 goulte, en ayant soin 
d’humecter réguliérement toute la surface plastique sans pour 
autant la déchirer. Le liquide doit finalement atteindre le bord 
supérieur de l’anneau. 4 ou 6 fragments de tissu sont alors déposés 
dans ce liquide. II est essentiel que ces fragments : 

a) tombent au fond du liquide, au contact de la membrane 
plastique ; 

b) soient bien centrés, a égale distance les uns des autres et 
du bord de l’anneau, 

¢) ne soient pas dérangés par des mouvements intempestifs lors 
du lutage et du transfert a |’étuve. 


998 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Le liquide filtre par la suite sous l’anneau, pour recouvrir toute 
la lame. L’anneau de verre cependant maintient une épaisseur 
exactement suffisante de ce liquide au-dessus du tissu, par action 
capillaire. De plus, le ménisque au-dessus des cultures est 
concave, ce qui nous a paru pratiquement avoir une certaine 
importance. En effet, des cultures sans anneau, recouvertes de 
liquide en quantité suffisante mais en gouttes 4 ménisque convexe 
nous ont réguliégrement donné des résultats trés inférieurs. 


OBSERVATION DES CULTURES ET LAvAGES. — Au bout de trois 
jours, un lavage nutritif devient nécessaire. L’observation peut 
avoir lieu, au faible grossissement, a travers la boite de Petri. 
Pour les grossissements plus forts, la manceuvre suivante est 
nécessaire. Les boites sont refroidies a la température de la 
chambre pendant quinze minutes; pendant ce temps des vitres 
stériles, de dimensions inférieures A celles utilisées pour les 
cultures, sont mises a chauffer a l’étuve. Les boites de Petri sont 
alors décollées, et remplacées par ces vitres chaudes qui repo- 
seront sur les anneaux de verre. Des grossissements moyens sont 
ainsi possibles, sans crainte de formation de buée. 

Pour effectuer un lavage nutritif, le lquide des cultures est 
aspiré avec une pipette a boule, puis remplacé par une nouvelle. 
quantité du liquide nutritif décrit plus haut. Les boites sont lutées 
a nouveau et remises a |’étuve. 

Pendant cette manceuvre, et pour obtenir des cultures épithé- 
liales pures, les fragments du tissu initial peuvent étre déleate- 
ment détachés et éloignés avec des pincettes. Les membranes épi- 
théliales néoformées sont suffisamment abondantes pour continuer 
a proliférer vigoureusement aprés le lavage. : 


FIXATION ET COLORATION. — Les boites sont ouvertes, -le liquide 
des cultures aspiré, puis les anneaux de verre délicatement 
enlevés avec des pincettes. Les vitres avec les six lamelles collées 
a la vaseline sont alors renversées sur des couvercles de boites 
de Petri contenant quelques centimétres cubes d’acide osmique 
a 1p. 100. Deux minutes de fixation suffisent : les fragments tis- 
sulaires ne doivent, en aucun cas, brunir. Dés l’apparition d’une 
coloration beige des tissus, la fixation doit étre suspendue. Les 
cultures sont alors abondamment lavées a l'eau bidistillée, pour 
éloigner toute trace du milieu nutritif ; c’est ld un temps délicat 
de l’opération, puisque les membranes plastiques humides sont 
trés ténues et se rompent avec une grande facilité. On peut rendre 
ce lavage moins hasardeux en maintenant les membranes en place 
avec les petits anneaux de verre. Le lavage une fois effectué, les 
cultures sont mises 4 sécher en position verticale. 

Les préparations une fois séches sont trés résistantes et peuvent 
étre colorées comme un frottis ordinaire. Nous utilisons volontiers 
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la coloration de Giemsa telle qu’elle est employée en hématologie. 
La fixation 4 l’acide osmique met fortement en relief les inclu- 
sions graisseuses, de sorte qu’il est préférable de ne jamais laisser 
dégénérer les cultures en espacant trop les lavages. 
fl est évident que l’acide osmique peut étre remplacé par une 
fixation avec un liquide approprié. 


RESULTATS. 


Les cultures obtenues présentent l’avantage d’étre d’une grande 
régularité ; elles permettent ainsi des estimations quantitatives 
(fig. 1). 

Sur la premiére centaine de cultures de tissu pulmonaire effec- 
tuées avec cette technique, nous avons obtenu 95 p. 100 de 
cultures excellentes et réguliéres ; les 5 p. 100 d’échecs ont été dus 
a 3 cultures ratées du fait d’une déchirure de la membrane plas- 
tique et 2 cultures inhibées par la prolifération d’un champignon. 
La croissance est entiérement réguliére, circulaire, et atteint un 
diamétre de 3 mm. environ aprés deux jours de culture, diamétre 
qui atteint 6 ou méme 7 mm. trois jours aprés le premier lavage. 

Lorsque plusieurs fragments tissulaires se trouvent a peu de 
distance les uns des autres, la prolifération est rapidement 
confluente. De méme, aprés ablation de |’explant, le vide central 
est rapidement comblé par du nouveau tissu. 

Dans les premiéres heures aprés la mise en culture, il y a 
émigration de quelques fibroblastes ; trés rapidement, et avant 
vingt-quatre heures, la prolifération épithéliale prend le dessus. 
Nous n’avons, en aucun cas, observé une prolifération fibro- 
blastique, méme a |’état d’éléments isolés, aprés un ou deux jours 
de culture. 

Toutes les caractéristiques des membranes épithéliales pures 
proliférant sur plasma coagulé ou a la surface du verre a la suite 
d’une digestion plasmatique se retrouvent dans les membranes 
cultivées d’aprés ce procédé. Les mitoses sont relativement fré- 
quentes, prés des bords des membranes, en nombre cependant 
inférieur a celui des amitoses. En bordure, se retrouvent les pro- 
longements protoplasmiques et éosinopiles démontrant la progres- 
sion amoéboide des cellules marginales. 


REMARQUES GENERALES. 


Il est évident que toutes les manipulations se font avec les pré- 
cautions de stérilité d’usage lors de cultures tissulaires (travail 


dans des cages de verre, etc.). 
La paraffine pour le lutage, de méme que la vaseline, doit étre 


appliquée trés chaude. 
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Une expérience de quelque 1.000 cultures nous a convaincus 
de la nécessité de la couche de vaseline, des anneaux de verre, et 
d’un liquide nutritif composé selon les indications fournies plus 
haut. } 

En ce qui concerne la nécessité des membranes plastiques 
humides, de trés nombreux essais sur différentes surfaces : verre, 
cellophane, membranes plastiques séchées sur le verre, nous ont 
convaincus de l’irrégularité et surtout de V’insuffisance, du peu de 
vigueur, des proliférations obtenues. ; 

Une expérience de controle a démontré de fagon nette la prédi- 
lection toute particuliére de |’épithélium pour ces membranes 
plastiques. Dans nos boites de Petri une série de cultures a été 
effectuée de la facon suivante : des gouttes volumineuses de 
liquide nutritif ont été déposées dans des anneaux tracés a la 
vaseline chaude sur le. verre. Des explants, introduits dans ces 
gouttes, se déposent sur le verre; 4 ce moment de minuscules 
gouttes de la solution de Formvar, déposées a la surface, des 
gouttes liquides forment immédiatement de petites membranes 
plastiques. Le liquide en excés est aspiré alors de fagon que 
les fragments tissulaires soient au contact du verre d’un cété et 
de la membrane plastique de l’autre, dans une atmosphére de 
liquide nutritif. Les résultats de cette expérience ont été con- 
cluants ; l’épithélium a toujours proliféré contre la membrane 
recouvrante et jamais sur la surface vitrée. La croissance d’ailleurs 
a élé fort médiocre avec ce procédé. 

Beaucoup d’auteurs ont étudié le mécanisme de la prolifération 
épithéliale en membranes unicellulaires. On admet généralement 
une propagation par mouvements amoéboides lorsque les surfaces 
sont adéquates. Nous pensons que les surfaces résistantes (verre, 
mica, membranes plastiques séches, cellophane...) conviennent 
beaucoup moins bien a cette prolifération que les surfaces molles 
et peu lisses (plasma, membranes humides). L’observation de nos 
cultures a montré que les cellules épithéliales ont une tendance 
trés nette a suivre les minuscules plissements qui peuvent se 
former ga et la sur les membranes plastiques ; il est done conce- 
vable, tant cette membrane est fine, que le mouvement cellulaire 
lui-méme provoque de petits plis qui favoriseraient |’extension 


de la membrane épithéliale. Un microfilm tirerait cette question 
au clair. 


APPLICATIONS. 


~L’étude histologique de l’action des virus sur divers épithé- 
liums, en particulier l’étude de la formation d’inelusions. pourra 
profiter de cette technique permettant l’obtention rapide de mem- 
branes épithéliales dénuées de support plasmatique génant. 
L’étude des variations des virus, provoquées par les tissus sur 
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lesquels ils ont été cultivés in vitro, nécessite également des 
cultures épithéliales pures, qui servent de tests biologiques per- 
mettant d’objectiver les altérations d’affinité tissulaire. I] faut 
pour cela évidemment pouvoir cultiver des parenchymes épithé- 
liaux trés divers; certaines expériences préliminaires avec du 
ussu rénal de poulet et du tissu pulmonaire de souris adulte nous 
ont montré qu’avec ces tissus aussi les membranes plastiques per- 
mettent une excellente culture épithéliale. 

I] est intéressant de constater que les membranes épithéliales 
préformées sont d’une sensibilité exquise a ]’action de produits 
chimiques et de suspensions de virus (Robinow). Nous avons pu 
montrer qu’une concentration de borate de phényl-mercure, pro- 
duit utilisé pour stériliser bactériologiquement les suspensions de 
virus, insuffisante pour arréter la prolifération tissulaire, a une 
action trés violente, destructrice, sur une membrane préformée. 
Tout porte a croire ainsi qu’un titrage de virus sur membranes 
préformées pourra étre plus sensible qu’un titrage par |’action 
du virus sur la simple prolifération d’un tissu en culture (Huang). 

Les ‘membranes épithéliales provenant de parenchymes et 
d’animaux judicieusement choisis serviront peut-étre au dia- 
gnostic clinique d’affections a virus (Sanders), éventuellement en 
combinaison avec des immunsérums spécifiques. 

Il n’est pas impossible que dans certains domaines les cultures 
épithéliales pures, 4 la condition de pouvoir étre obtenues rapi- 
dement et en grande quantité, puissent prendre la place d’animaux 
de laboratoire. 


CoNCLUSIONS. 


Les membranes plastiques humides forment une surface parti- 
culiérement favorable a l’extension rapide de membranes épithé- 
liales. 

Des cultures épithéliales pures peuvent étre obtenues ainsi sans 
repiquages et sans plasma en l’espace de trois jours. 

Ces cultures, débarrassées de |’explant, peuvent étre main- 
tenues en état de prolifération vigoureuse par des lavages nutritifs. 

La technique permet l’étude de diverses actions (virus, facteurs 
physico-chimiques...) sur des membranes épithéhales pré- 
formées, avec un travail minimum. ; 

Les préparations obtenues, étant dépourvues de plasma, peu- 
vent étre colorées et observées A l’immersion comme des frottis. 
Certaines applications sont envisagées. 
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ETUDE SUR LA REACTION DE STICKLAND 


1. — ACTION INHIBITRICE DU GLUCOSE, DU PYRUVATE 
ET DE LA PENICILLINE 


par M. RAYNAUD et F. GROS (°). 


(Travail du Laboratoire des Anaérobies [D™ Privor] 
et du Laboratoire de Chimie Biologique [Professeur Macnesorur| 
de l’Institut Pasteur.) 


Knight et Fildes ont montré en 1933 que Clostridium sporo- 
genes pouvait pousser sur un milieu qui, en plus d’un 
facteur-de croissance qu’ils ont dénommé « sporogenes vitamine », 
ne contenait que des acides aminés. Cl. sporogenes peut donc 
couvrir tous ses besoins structuraux et énergétiques, a partir 
d’amino-acides. La source d’énergie ne peut donc étre dans ces 
cas qu’une réaction anaérobie entre acides aminés. Stickland 
(1935) a montré que cette réaction consistait en une oxydo-réduc- 
tion entre acides aminés. Woods (1936) a complété le travail de 
Stickland, en examinant le comportement d’autres amino-acides 
et en montrant que pour les acides aminés accepteurs d’H, il n’y 
a pas de spécificilé stéréochimique, ]’isomére non naturel réagis- 
sant comme |]’isomére naturel. Pour les acides aminés donateurs 
d’H, seul Visomére naturel est attaqué par Cl. sporogenes. .. 

Voulant étudier ]’influence du glucose et de divers autres corps 
sur la marche de la réaction de Stickland, nous avons employé 
comme donateur l’alanine et comme accepteur, soit la proline, 
soit l’oxyproline. La réaction est la suivante : 

CH’. CHNH?. CO#H + 2C‘H®N.CO?H + 270 

(proline). 
— CH?. CO*H + CO? + NH? + NH*(CH?) 4CO?H 


(acide-5-amino yalérianique). 


On voit que l’alanine seule est désaminée dans ce cas. 

La réaction peut étre suivie en mesurant le taux d’NH, formé 
comme l’a fait Stickland. On peut aussi, comme |’ont fait Aubel, 
Rosenberg et de Chezelles, mesurer simultanément |’alanine dis- 
parue et it NH, formé. Enfin, on peut doser l’alanine et la proline 
disparues et |’ "NH, formé. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1947. 
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Nous avons, au cours de ce premier travail, utilisé la technique 
de Stickland modifiée par Woods, pour Ja marche générale de 
Vexpérience. 

Les suspensions de Clostridium sporogenes sont obtenues par 
culture de la souche G.O.I. en bouillon V. F. non glucosé. Aprés 
douze heures a 37° la culture (800 cm*) est centrifugée. Le culot 
est lavé une fois a l’eau physiologique, privée d’air par ébulli- 
tion et remis en suspension dans un volume réduit d’eau physio- 
logique (10 a 20 cm’). Il s’agit done de suspensions trés denses 
de germes. . 

L’expérience type est disposée de la fagon suivante 


NUMEROS ALANINE PROLINE | GLUCOSE PHOSPHATES EAU SUSPENSION 
des tubes M/10 M/10 M/1 ae distillée de 
‘ (en em’) Wee se Cl. sporogenes 

1 0 0 0 1 3.5 0,5 

2 1 0 0 4 2.5 0,5 

3 0 2 0 { 1.3 0,5 

4 1 2 0 1 0,8 0.5 

5 1 2 0,5 1 0 0,5 

6 0 0 0,5 i 3 0,5 

1 4 0 0,5 4 2 0,5 

3 0 2 035 { 1 053 


Chaque solution employée est stérilisée 4 part. Les répartitions 
sont faites stérilement ; on ajoute alors dans chaque tube 0,5 cm? 
de suspension bactérienne fraichement préparée, on fait le vide 
dans chaque tube et on scelle. Les tubes ainsi scellés sont placés 
dans un bain-marie 4 37°. Aprés une période variable on sort les 
lubes, et on dose |’ammoniaque dans chacun d’eux. 

Le dosage s’effectue de la facon suivante, par une méthode 
dérivée de Ja méthode de Foreman 

On préléve 2 cm* du mélange aprés agitation pour répartir 
uniformément les germes et on verse dans une fiole de Fourneau. 
On ajoute 25 cm* d’alcool a 96° et I goutte de thymol-phtaléine, 
puis on verse 4 la micro-burette, de la soude N/100 jusqu’a 
virage au bleu. Le mélange ainsi alcalinisé est transvasé dans un 
appareil de Parnas-Wagner. On rince l’entonnoir et le tuyau de 
descente 3 fois avec chaque fois 5 cm? d’alcool a 96°. L’ammoniac 
est ensuite entrainé par un courant de vapeur d’eau (1). La 
vitesse d’arrivée de la vapeur d’eau doit étre suffisante pour que 
lentrainement soit complet en dix minutes environ. On dose ainsi 


(1) Le titrage de 1’NH® dégagé se fait par acidimétrie avec, comme 
indicateur, l’alizarine sulfonate de sodium. 
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uniquement l’ammoniaque préformée : les acides aminés uti- 
lisés : alanine, proline ou oxyproline ne sont pratiquement pas 
désaminés dans ces conditions. Pour chaque tube on effectue 
2 dosages. Les résultats sont exprimés en cm® de NH, N/10 conte- 
nus dans le volume total (5 cm*) de chaque tube. 

Le tube 1 permet de suivre la formation d’NH, par autolyse de 
la suspension bactérienne. 

Le tube 2 sert éventuellement a mettre en évidence la désami- 
nation de l’alanine seule, en anaérobiose stricte. Cette désamina- 
tion a été soit nulle, soit trés faible. 

Le tube 3 permet de vérifier que la proline n’est pas désaminée. 

Dans le tube 4 on, constate le dégagement supplémentaire d’NH,, 
di a l’oxydo-réduction entre |’alanine et la proline. Le taux de 
la réaction se mesure en retranchant de la quantité d’NH, formée 
en présence d’alanine + proline, la quantité d’NH, formée en 
présence d’alanine seule. 

Les tubes 5, 6, 7 et 8 servent a mettre en évidence l’influence 
du glucose sur l’ensemble de ces différentes réactions. 

Pour simplifier |’exposé des résultats, nous les exprimerons 
en cm*® d’NH, N/10 par tube (volume total 5 cm*) en posant : 

A (alanine) = (2) — (1). 

S (réaction de Stickland) = (4) — (2). 

Sg (réaction de Stickland en présence du glucose) = (5) — (7). 

La quantité de NH, formée dans Je tube 1 symbolisée par (1) 
est d’origine autolytique. 


La différence (1) — (6) mesure, en valeur absolue, |’inhibition 
de la formation d’ammoniaque autolytique sous V’action du glu- 
(4) — (6) 


cose. Le rapport an mesure la valeur relative. 


(A) 
La différence (S) — (Sg) mesure en valeur absolue, |’ inhibi- 
tion exercée par le glucose sur le dégagement d’NH, dti a Ja réac- 
S—Seg : 
tion de Stickland. Le rapport —~g— en donne la valeur relative. 
Nous donnons ci-dessous les résultats de nos expériences 
glucose M/10, tampon phosphate M/15 pH = 7,2, suspension 
dense (1 litre ramené a 20 cm’). 


Exempte. — Premiére série, 4 heures. 


NUMEROS DES TUBES 


0,30 | 0,27] 0,25 | 0,47 | 0,08 | 0,06 | 0,08 | 0,05 


Centimétre cube d’NH* N/40. 
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ge : = = 90 p. 100 
Sg = 0,02 ey ; 
§—Se—0,18 wh) — 39 p. 400 
(1) — (6) = 0,24 ( 


Tasteau I. — Glucose M/40, tampon phosphate. 


INHIBITION 
de la formation de NH® 
par autolyse 


(41) — (6) 


(en 0400) 


INHIBITION 
de la formation de NH® 
par réaction de Stickland 
S—S8g 


rs) 
(en p. 100) 


80 
84 
90 
85 


a 


90 
94 
97 
99 


4 heures 
48 heures 
42, heures 
72 heures 


Nous avons voulu voir si l’action inhibitrice du glucose était 
influencée par la présence des phosphates. Pour cela nous avons 
effectué les mémes expériences que ci-dessus, en remplacant le 
tampon phosphaté par un tampon bicarbonaté M/20 de pH 7,2, 
les autres conditions expérimentales étant les mémes que pré- 
cédemment. 


Tasteau Il. — Glucose M/40, tampon carbonaté. 


28 heures 
66 heures 


INHIBITION 
de la formation de NH? 
par autolyse 


(4) — ©) 


1 
(en © 00) 


79 
84 


INHIBITION 
de la formation de NH* 
par réaction de Stickland 
S—Se 


Ss 
(en p. 100) 


93 
94 


Nous avons recherché ensuite si le pyruvate de sodium, qui 
d’aprés Rosenberg, intervient comme élément intermédiaire dans 
laction inhibitrice du glucose sur le dégagement d’NH, pouvait 
aussi jouer un role analogue dans la réaction de Stickland. 

Nous avons effectué les mémes expériences en remplagant le 
glucose par le pyruvate 
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TasteAu Ill. — Pyruvate M/5, tampon phosphate. 


INHIBITION INHIBITION 
de la formation de NH® de la formation de NH? 
par autolyse par réaction de Stickland 
i (1) — 6) S — 8g 
(1) Ss 
(en p. 100) (en p. 100) 
AI SMINOUIT OB ists orate se: feo se 46 88 
76 


EDTINOUNECS Weis Taleec! ees 40 


On voit que le pyruvate a concentration deux fois plus forte 
que le glucose dans les expériences précédentes exerce une action 
inhibitrice nette sur le dégagement d’NH, par réaction de Stic- 
kland. A la concentration M/10, le pyruvate de sodium exerce une 
action inhibitrice plus faible que le glucose. 


TaBLEau 1V. — Pyruvate M/10, tampon phosphate. 


INHIBITION INHIBITION 
de la formation de NH® de la formation de NH® 
4 par autolyse par réaction de Stickland {/ 
or ee (1) — 6) S — 8g 
(1) s 
(en p. 100) (en p. 100) 
AUP MCMVCS pee ist ores ott te 0 2 


BEAMEUTES SSR ee ee 8 20 15 


Les résultats précédents montrent que le pyruvate de sodium 
exerce, a concentration moléculaire égale, une action inhibitrice 
plus faible que le glucose, sur le dégagement de NH, par la réac- 
tion de Stickland. Mais c’est surtout sur la formation autolytique 
de NH, que cette action est beaucoup moins marquée. 

Pour vérifier ce dernier point nous avons utilisé une suspension 
bactérienne trés dense a laquelle nous avons ajouté soit : 

a) Un volume égal d’eau physiologique. 

b) Un volume égal de glucose M/1. 

c) Un volume égal de pyruvate de sodium M/I. 

Les teneurs en NH, mesurées au bout de deux jours et pour 
5 em’ sont les suivantes : 

a) 1,78 cm*® N/10. 
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b) 0,15. 

c) 0,90. 

L’action inhibitrice du glucose est : 

(b—a) = 1,68 (91 p. 100) ; celle du pyruvate est (c—a) = 0,88 
(49 p. 100), 
soit environ deux fois plus faible que celle du glucose 4 la méme 
concentration moléculaire. 

Enfin nous avons voulu voir si la pénicilline n’exergait pas une 
action inhibitrice sur la réaction de Stickland, Cl. sporogenes 
étant un germe pénicillo-sensible. 

L’expérience a été faite de la méme facon que précédemment 
en remplacant la solution de glucose par une solution de pénicilline 
a 1.000 unités Oxford au centimetre cube. 


TasLteau V. — Peénicilline. 


48 heures 


INHIBITION 
de la formation de NH? 
par autolyse 
(1) — (6) 


(1) 
(en p. 100) 


Sil 
20 


INHIBITION 
de la formation de NH 
par réaction de Stickland 
S—Se¢ 


Ss 
(en p. 100) 


36 
7 


Comme on le voit, la pénicilline n’inhibe pas le dégagement 
de NH, par la réction de Stickland si on prolonge suffisarmment 
Vexpérience. Elle provoque cependant un ralentissement de la 
réaction comme le montrent les résultats obtenus au bout de dix- 
huit heures. La disparition du pouvoir inhibiteur est vraisembla- 
blement due a l’altération que subit la pénicilline dans ces condi- 
tions. 

La pénicilline exerce sur Ja formation autolytique d’NH, 
chez Cl. sporogenes une inhibition moins forte que celle du glu- 
cose mais cependant nette. 

Nous avons voulu préciser cette action de la pénicilline en 
fonction du temps. 

Nous donnons ci-dessous J’inhibition du dégagement d’NH, 
autolytique en présence de pénicilline. Cette inhibition peut se 
calculer en fonction du temps par rapport a4 NH; néoformé soit 
par comparaison avec le témoin initial (I), soit par comparaison 
avec le tube précédent (i). Dans ce cas on mesure indirectement 
l’action de la pénicilline sur la vitesse de néoformation d’NH3. 
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TasLEau VI. 


Suspension trés dense (800 -cm* ramenés & 10 cm‘). 
Pénicilline récupérée : 5.000 unités Oxford par tube. 
Volume total : 5 em’, pH : 6,2. 

Tampon acide acétique, acétate de sodium. 
Anaérobiose stricte (tube scellé). 

Quantité d’NH*® en centimétres cubes N/100 par tube. 


TEMPS 


| 18 HEURES 


Témoin : 


NH® aoe 4 
NE? 0 


NE 0 


Suspension + Pénicilline : 
NH t 4,25] 1,80 
NH? 5 0 | 0,85 
NH? 0 0,030 


0 80 
0 80 


L’inhibition de la quantité d’NH, formée diminue avec le temps. 
Quant a la vitesse de dégagement d’NH,, elle est trés diminuée 
par la pénicilline au début, pendant les dix-huit premiéres heures. 
Par la suite, le dégagement est au contraire plus rapide dans les 
tubes a pénicilline que dans les tubes sans pénicilline. 


TasLeau VII. 
Suspension dense. 
Pénicilline purifiée : 1.300 unités Oxford par milligramme; 5.000 unités Oxford 
par tube. 
Volume total 5 cm’. 
Mémes conditions générales. 


TEMPS ZERO 42 HEURES 2 JouRS 3 JOURS 
Témoin 
INS ERO Be 5S ig of det 4 2,75 5,20 4,15 
NH®* formé aa 0 AST 4, 25 3,75 
NH* formé par heure 0 0,445 0,069 — 0,020 
Suspension + Pénicilline : 

INEST totale vey amy oa 4,20 4,35 4,20 2500 
INS MOTMU Cee iie (ibe ene 0 0,45 0 AAS 
NH® formé par heure. . 0 0,012 — 0,004 0,047 
Weep. 0 01 suse ont ay-ce te = 0 91 400 69 
7s 90 AND iat then Mtl se 1e 0 94 400 0 
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Dans les conditions de cette expérience, i] y a eu blocage 
complet de la formation d’NH, autolytique pendant deux jours. 
La vitesse de formation d’NH, est restée voisine de zéro pendant 
cette période. 

TasLeau VIII. 


Suspension deux fois moins dense qu’en VII. 
Autres conditions identiques. 


ZERO 4 HEURES | 1 JOUR 2 jouRS | 3 JOURS 


——— ee 


Témoin :} 


0,07 


0,37 
0,047 


Suspension + pénicilline : 


NH? total 
NH? formé 
NH® formé par heure. . 


Les valeurs pour quatre heures sont incertaines car les diffé- 
rences observées entre tube normal et tube avec pénicilline sont 
pratiquement de l’ordre de grandeur des erreurs expérimentales. 


TABLEAU IX. 


Variation de l’inhibition, du dégagement d’NH® en fonction de la teneur en 
Pénicilline. 


Durée d’incubation : 2 jours. 


QUANTITE DE PENICILLINE Nnu® ; TAUX D’ INHIBITION 
(Unités Oxford) (cm$ N/100 par tube) (en p. 100) 


Résumn. 


_ 1° Le glucose et le pyruvate de sodium & un moindre degré, 
inhibent le dégagement d’ammoniaque dd a la réaction de Stic- 
kland. Dans un milieu contenant de l’alanine, de la proline et du 
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glucose ou du pyruvate, on n’observe pas le dégagement d’NH, 
que l’on constate en l’absence de glucose ou de pyruvate. 

2° Le glucose et le pyruvate inhibent aussi le dégagement d’am- 
moniaque dd 4 l’autolyse des suspensions de Cl. sporogenes. 

3° La pénicilline exerce une action inhibitrice trés nette sur le 


dégagement d’NH, dd 4a l’autolyse des suspensions de Cl. sporo- 
genes. 
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ETUDE SUR LA REACTION DE STICKLAND 


Il. — CARACTERES DE L’ACTION INHIBITRICE DE LA PENICILLINE 


par M. RAYNAUD, B. NISMAN et G. N. COHEN (°). 


(Travail du Laboratoire des Anaérobies de l'Institut Pasteur. 
Service de Garches [D’ Preévort].) 


Dans une note précédente (1) nous avons indiqué briévement 
que la pénicilline inhibait la réaction de Stickland. Nous donnons 
ci-dessous quelques détails complémentaires sur ce phénoméne. 
Nous avons utilisé non pas le couple alanine-proline mais le 
couple alanine-glycocolle. La réaction s’effectue de la fagon sui- 
vante : 


CH’. CHNH*. CO*H + 2CH*.NH*.CO*H + 2H*O = 3CH*.CO*H + 3NH$’ + CO®. 


Les autres conditions expérimentales sont identiques. La souche 
de Clostridium sporogenes employée est la souche GO,. L’ammo- 
niaque dégagée est dosée par la méthode M. Raynaud-F. Gros. 

La pénicilline, 4 la dose de 1.000 4 10.000 unités Oxford par 
tube, inhibe la réaction de Stickland a des taux variant de 45 a 
75 p. 100. | 

Nous avons suivi ]’action en fonction du temps et les résultats 
sont consignés dans le tableau I. 


TaBLuEAu I. 


6 HEURES 24 HEURES 3 JOURS 


Inhibition de la réaction de Stickland 
(40.000 unités par tube), p. 100... 


Nous nous sommes demandé si l’action inhibitrice ne serait 
pas plus nette en milieu plus acide, la pénicilline étant sensible 
a Palcalinité. A pH = 6 Vinhibition est de 47 p. 100, mais la réac- 


(*) Société francaise de Microbiologie. Séance du 3 avril 1947. 
(1) M. Raynaup et F. Gros, Ces Annales, 1947, 73, 1003. 
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TaBLEAu II, 
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SES ES SS EB EEG 2 EB ESET PIES ZS SISSIES ESSE SRE EIT 


Glycocolle M/10 : 2 cm. 

Alanine M/10: 1 cm‘. 

Tampon phosphaté M/15 de pH : 7,2. 
Volume total : 6 cm*. 

Pénicilline : 10.000 Unités Oxford par tube. 


Suspension Cl. sporogenes (1 litre de culture de dix-huit heures centrifugé 
et remis en suspension dans 10 cm* d’eau physiologique). 
Résultats exprimés en centimétres cubes d’NH? N/10 formé par tube. 


Adamine tol viCcOcole wf bie ier ycge oa bol Vabiglie. Sty eos 
Alanine + glycocolle + pénicilline. . . 
Suspensions} penicilline esl ue. eels =e SS, 
Suspensiomeseiles eh.) slots) be) aye 


NH® formé par la réaction de Stickland : 


si Wattee ie ey lex ft 


QO ESensepemierllime aber Jeet ey ade Cees 


6) Avec pénicilline 


Inhibition, p. 100 ; 


Pénicilline : 5.000 Unités Oxford par 


Mémes conditions. 


Bw oavepeee 
Boe hae 
3 m > 
© = Ge) 
1,50 | 2,78 | 3,60 
4,26 | 4,89 | 2,06 
0,45 | 0,24 | 0,36 
0,48 | 0,33 | 0,66 
4,32 | 2,42 | 2,94 
4,44 | 4,68 | 1,70 
45 30 42, 
tube. 


NH? formé par la réaction de Stickland : 


20 HEURES 3 JOURS 


@eSamsypenie lime re My cel heirs ciate od |b 4,86 Qe oi 
O)P Aree penicilinen. © Ameer ase fe us. es 0,42 0,60 
TciA OR: ACO UES nt iat esinn oily eri h ts btm tow niet 72 15 
Tampon phosphaté pH : 6,00. 
Suspension de Cl. sporogenes. 
20 HEURES 
NH? formé par la réaction de Stickland : 
Ge SARS PCOICINMC is meyis Gere as a ea.rk= Molnar 0,68 
Dye AW.CCh DETMICI LUN Ch saea tant meet tay Bret gettin tae ns 0,36 
Jia Vey Oy AKON Be) Dee ROW es ates Volts oa an cle alee erie MeCN Ue Anema 47] 


NH? pEGAGE EN 20 HEURES 


Arpininey(M/10.Avcme)) ne 3 ao a 2 pyle co eee! 2,60 
Arginine (M/10, 4 cm*) + pénicilline (5.000 unites) 2,59 
Remanour. — Cl. sporogenes libére 3 molécules d'NH® par molécule d’arginine. 


—E 
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tion de Stickland elle-méme est trés ralentie et parait ainsi trés 
sensible a l’acidification du milieu. 

La pénicilline, qui)exerce sur la désamination couplée oxydo- 
réductive. des acides aminés une inhibition trés nette, est sans 
action sur la désamination simple de ces acides. Cl. sporogenes 
ne désamine directement en dehors de la réaction de Stickland 
que trés peu d’acides aminés comme nous avons, aprés d'autres, 
pu le constater (2). Sur 17 acides aminés essayés, seule ]’arginine 
s'est révélée étre désaminée notablement par Cl. sporogenes. 
Nous avons donc essayé l’action de la pénicilline dans ce cas et 
nous avons pu constater que cette substance n’exercait aucune 
action empéchante sur cette désamination. Ceci améne a supposer 
que l’ammoniaque formée au cours de ]’autolyse des suspensions 
de Cl. sporogenes — et dont la formation est elle-méme inhibée 


par la pénicilline — doit avoir pour origine des réactions d’oxydo-_ 


réduction entre amino-acides résultant de la protéolyse des corps 
bactériens. L’action inhibitrice de la pénicilline sur la formation 
d’NH® autolytique ne serait ainsi qu’un cas particulier de |’action 
inhibitrice de ce corps sur la réaction de Stickland. 

Pour confirmer l’inactivité de la pénicilline sur les réactions de 
désamination qui se font sans intervention de phénoménes d’oxydo- 
réduction entre acides aminés, nous avons essayé son action sur 
la désamination de l’acide glutamique, de l’histidine et de la 
sérine par Cl. saccharobutyricum dont nous avons étudié ailleurs 
les désaminases .(2). La pénicilline n’a aucune action inhibitrice 
appréciable dans ce cas. 

Nous avons de plus constaté que les corps suivants a la concen- 
tration M/10 inhibent totalement la réaction de Stickland : fluo- 
rure de sodium, monochloracétate, arséniate, arsénite de sodium. 
Ceci permet de supposer que l’oxydo-réduction de la réaction de 
Stickland est couplée avec une phosphorylation. 


RESUME. 


La pénicilline exerce, sur la réaction de Stickland, dans le cas 
de Clostridium sporogenes, une action inhibitrice nette, variant 
de 42 4 75 p. 100 suivant les conditions expérimentales. L’inhi- 
bition porte uniquement sur les désaminations s’effectuant par 
oxydo-réduction entre acides aminés. La pénicilline est sans action 
sur la désamination de |’arginine. 


(2) G.-N. Conen, M. Raynaup, G. Conen-Bazine et B. Nisan. Bull. 
Soc. Chim. Biol. (sous presse). 


UNE NOUVELLE METHODE 
EN MICROBIOLOGIE VEGETALE 
PREMIERS RESULTATS AVEC PHYTOMONAS TUMEFACIENS 


par Boris RYBAK (°*). 


(Institut Pasteur. Service de Physiologie végétale et de mycologie.) 


EXPOSE DES MOTIFS. 


Les méthodes couramment utilisées pour la culture des micro- 
organismes ne distinguent pas systématiquement les germes zo0- 
pathogénes des germes phytopathogénes : c’est ainsi que l’on 
emploie indifféremment les milieux aux bouillons animaux (1) 
pour ces deux types microbiens. On élimine de la sorte la notion 
de milieux préférentiels qui est 4 la base de l’organotropie et de 
la cytotropie et particuliérement dans le cas du Crown-gall — 
ou cancer des plantes — ot Il’on est en présence d’une véritable 
symbiose, au début de l’infection tout au moins [4], entre l’agent 
pathogéne, le Phytomonas tumefaciens, et les cellules rendues 
autonomes du tissu infecté — pour autant qu’on s’en référe a la 
démonstration du caractére cancéreux du Crown-gall faite par 
White et Braun [2]. Ce n’est toutefois pas ici la place de discuter 
ce point important ; nous voulons insister dans cette introduction 
sur le caractére arbitraire de la détermination des propriétés des 
bactéries et des champignons — comme |’Erwinia carotovora et 
le Sclerotinia fuckeliana — quand on les décrit seulement sur 
gélose-beeuf (2) ou, dans la mesure ou ils ne sont pas spécifiques, 
sur milieux synthétiques. Remarquons que les milieux synthé- 
tiques ne constituent qu’une des formes des milieux deéfinis, ]’autre 
forme étant représentée par les milieux analytiques si l’on peut 
dire, milieux naturels obligatoirement spécifiques qui sont tests 
microbiens, tout autant que les tests sur milieux synthétiques et 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 avril 1947. ; 

(1) Ou végétaux (Bertuetor [3]). Mais dans ce dernier cas il s’agit 
d’un procédé de remplacement. Plus intéressants, de notre point de vue, 
sont les essais de G. AmMoureux [4] ou les travaux avec Bacillus radici- 
cola (milieux semi-synthétiques renfermant des extraits de racines de 
légumineuses). 

(2) Ou tout autre milieu animal. 
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que nous nommeons milieux sensibles. Ces milieux ne constituent 
d’ailleurs pas une nouveauté; les premiers travaux de micro- 
biologie ont été faits sur milieux d’infection (les études de Pas- 
teur avec Micrococcus ureae sur de l'urine), mais les milieux 
standards, qui ne forcaient pas le microbiologiste a préparer 
autant de milieux de cullure qu’il y avait de bactéries ou de cham- 
pignons pathogénes-et de tissus infectés ni surtout a en faire 
l’analyse chimique, finirent par écarter ce procédé et, seuls, les 
travaux de microbiologic du sol depuis Winogradsky [5] ont 
conduit a l’emploi de milieux de ce genre, encore que dans cette 
discipline on se placat sur un plan Jégérement différent du ndétre. 
Soulignons cependant, a celle occasion, que toute la microbio- 
logie est en fait cecologique (3) et que, depuis les expériences 
d’antagonisme hactérien, notre science se place résolument sur le 
terrain des interactions, dont les interactions hdéte-vecteur infec- 
tieux représentent un des points les plus importants et dont la 
formation des anticorps et leurs réactions avec les agents infec- 
lieux ne constituent qu’une des faces. Autrement dit, nous repre- 
nons une conception de Charles Nicolle [6] quand nous disons 
que la microbiologie in vitro est inséparable de la pathologie 
infectieuse el nous donnons seulement un moyen de fixer cer- 
lanes phases de |’infection par les extraits des tissus infectés, 
moyen qui est particuliérement facile a réaliser et plus caracté- 
ristique dans le cas des infections localisées. Précisons que pour 
un microorganisme pathogéne ou non des végétaux, les milieux 
ordinaires, conventionnels, de la microbiologie générale ne sau- 
raient élre autre chose que des milieux de conservation; les 
milieux sensibles sont, eux, des milieux de diagnostic, voire 
d’isolement. . 

En phytopathologie nous utiliserons done comme milieux de 
culture des milicux végétaux, et non pas de quelconques végé- 
laux, mais des milieux obtenus a partir de plantes (ou de parties 
de plantes plus généralement) sensibles aux microorganismes 
a étudier. : 


SITUATION DU PROBLEME DANS LE CAS DU CROWN-GALL. 


On sait que le Phyiomonas tumefaciens est responsable de la 
formation de tumeurs activement proliférantes chez un grand 
nombre de dicotylédones. C’est une maladie localisée chez Pelar- 
gonium zonale, la bactérie ne se situant que dans la zone néopla- 
sique ; d’autre part i] est bon de signaler d’aprés Ben Hill [7], 
Magrou [8], Ivanoff et Riker [9], qu’on ne la trouve que dans 


(3) Le fait, qui peut sembler négatif, de microbes « indifférents » au 
milieu (peste bubonique par exemple) oriente les recherches vers des 
points intéressants. 
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les espaces intercellulaires et qu’elle n’envahit que les tissus 
morts (cf. cliché dans Buvat [40]). La plante se trouve done dans 


_ deux élats extrémes : l'état physiologique représenté par le tissu 


sain et l’état pathologique représenté par la tumeur en prolifé- 


ration (4). Nous posons-le principe que la bactérie doit également 
se trouver sous une forme d’entrée et sous une forme de sortie, 
d’infection plus généralement. Notons que dans le procédé clas- 
sique de culture de la bactérie a partir de la tumeur (sur milieu 
animal type gélose-bouillon de bceuf) la colonie bactérienne 
obtenue présente des caractéres a peu de chose pres identiques 
a ceux des bactéries de ]’inoculat cal caractére acquis trés net : 

acroissement de la virulence). 


MATERIEL UTILISE. 


a) Végétal. — Nous ne rapporlerons dans ce travail que les 
expériences effectuées avec le Pelargonium zonale, variélé « Jar- 
din des Plantes » : boutures de cing mois cultivées dans la serre 
de l'Institut Pasteur & 20° C (état hygrométrique : 50). 

b) Bactéries. — Nous donnerons, au cours de cet exposé, des 
résultats oblenus avec les souches de Phytomonas tumefaciens 
« Houblon 42/4 » du laboratoire du professeur J. Magrou et 
« A6Rx » provenant du D’ A. C. Braun de I’ Université de Prin- 
ceton [U.S.A.] (5). 

La souche « 42/4 » a été décrite par J. Magrou dans le Dic- 
tionnaire des bactéries pathogénes [44]. Voici textuellement la 
description qui en est donnée : « Batonnets de 1 p-3 » x0 yp 4-028, 
disposés en chainettes, non sporulés, mobiles, pourvus d’un_, cil 
polaire, ne restant pas colorés par la méthode de Gram, non 
acido-résistants ». C’est une forme Smooth. 

La souche « A6Rx » a été conservée Rough pendant cing ans 
par A. C. Braun. Elle nous est parvenue sur un milieu animal 
gélosé, elle était macroscopiquement Smooth (rien ne la différen- 
ciait des souches « 42/4 » ou « Chrysanthéme II B » de l'Institut 
Pasteur). Microcospiquement, elle présentait un net pléomor- 
phisme : éléments trés allongés, filamenteux, ayant 6 » de lon- 


(4) La tumeur en voie de nécrose (qui correspond souvent au stade 
de nécrose de la plante entiére) est l’aboutissant final réel, mais 
nous ne considérerons pas ici ce stade ot les cellules de |’héte-ne sont 
plus vivantes et ot par conséquent, dans les corrélations héte-bactéries, 
ce sont les bactéries qui ont remporté la compétition. (En réalité, il 
s’agit plutét d’une compétition cellules saines de |’hdte-cellules patho- 
logiques de Vhéte et, par suite, d’une action au deuxiéme degré des 
bactéries, de leur conséquence lointaine.) Par ailleurs les stades inter- 
médiaires de la tumorisation — difficilement accessibles — ne seront 
pas envisagés. 

(5) Que MM. Macrou et Braun recoivent ici tous nos remerciements: 
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gueur environ, mobiles, Gram négatifs et, en moins grande propor- 
tion, des éléments plus courts, certains coccoformes méme. 


PREPARATION DES MILIEUX. 


Les pétioles et les parties jeunes et adultes des tiges, préalable- 
ment lavés a l’eau de conduite, sont coupés en petits segments de 
2-3 cm. de long avec un couteau inoxydable (6), pesés et broyés ou 
mis a diffuser dans dix fois leur poids d’eau distillée ou physiolo- 
gique. On porte a l’ébullition pendant quinze minutes, ou bien on 
laisse diffuser trois heures 4 35° C si on cherche ane pas détruire les 
substances thermolabiles (dans ce cas on stérilise par filtration sur 
bougie Chamberland L3 ou par tyndallisation). Nous avons d’ail- 
leurs reconnu que les milieux préparés 4 chaud ou a froid étaient 
sensiblement identiques quant au résullat final [42]. Pour les 
milieux solides, on ajoute 20 g. de gélose par litre d’extrait. 
Remarquons que le milieu liquide est défavorable a4 la croissance , 
du Phytomonas tumefaciens et que, tout comme en microbio- 
logie du sol, son emploi doit étre limité comme arbitraire. 
Les poils épidermiques du Pel. zonale renfermant des substances 
bactéricides, il est bon de distiller au 1/2 Ja liqueur obtenue 
apres ébullition et élimination des fragments végétaux effectuée 
en jetant la macération sur un linge ou sur du coton (l’emploi 
du linge est préférable, le coton renfermant de la pyrimidine, 
d’aprés Schopfer). On compléte 4 la dilution de diffusion par 
H,O distillée. On autoclave a 110°C/20 m. Le pH du milieu 
obtenu par ébullition avec H,O distillée est de 4,5-4,7 (le pH réel 
du milieu cellulaire ou intercellulaire du Pel. zonale doit étre moins 
acide, la mort des cellules libérant les produits vacuolaires 
acides [43]). De toute facon c’est un pH défavorable pour Phyf. 
tumefaciens [44]. 

Pour les tumeurs (obtenues avec la variété « 42/4 »), on les 
met a diffuser ou on les broie au mortier en présence de dix fois 
leur poids d’eau distillée ou physiologique. On filtre sur linge et 
stérilise par autoclavage ou filtration sur bougie. Tl est inutile de 
distiller dans ce cas, les tumeurs ne posédant pas de poils odo- 
rants. Le pH des milieux obtenus avec H,O physiologique est de 
Vordre de 5,6. 

R&ésutats. 


1° Avec la variété « 42/4 ». 


a) Sur milieu au Pel. zonale sain. — Nous avons déja précisé 
les principaux phénoménes relatifs & ce sujet [42]. Rappelons 


(6) Les scalpels en fer donnent lieu A un noircissement des sections 
par suite de la réaction du fer avec les phénols du Pel. zonale. 
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quaprés incubation de quarante-huit heures ou plus a 27°C ou 
35° C il n’y a‘pratiquement pas de culture, les colonies végétent, 
brunissent en leur centre ou sur un.liséré concentrique. Le méme 
milieu amené a pH 7 n’est guére plus favorable. 

b) Sur milieu-tumeur. — Les colonies, dés vingt-quatre heures 
a 27° C ou 35° C, présentent un aspect muqueux, transparent, avec 
des filaments baclériens radiaux a l’intérieur de cette masse 
hyaline. Au microscope, on note des éléments trés courts, cocco- 
formes (0,7 »), Gram négatifs, chaque élément paraissant entouré 
d'une étroite zone réfringente, moins colorable que le corps bac- 
térien. On trouve aussi des éléments normaux, bacilliformes. De 
nombreuses bactéries sont immobiles, ce qui explique peut-étre, 
en partie, pourquoi on ne trouve dans les tumeurs que peu de 
bactéries et que celles-ci soient trés localisées. Enfin, le tout se 
trouve noyé dans un magma hyalin. Si on repique cette colonie 
sur une g¢élose-beeuf, on obtient aprés quarante-huit heures a 
27 ou 35° C une culture S normale constituée des plastides clas- 
siques, mobiles, et d’éléments plus courts. Si on repique cette 
forme sur une gélose-tumeur, on obtient les colonies glaireuses 
déerites ci-dessus. Ce phénoméne en cycles est constant et repro-, 
ductible 4 volonté. Nous sommes en présence de formes d’invo- 
lution du Ph. tumefaciens dues aux conditions défavorables du 
milieu : pH, phénols, éléments nutritifs organiques insuffisants... 
Nous pensons que ces formes représentent vraisemblablement les 
formes existant dans les tumeurs. A l’appui de cela, mentionnons 
que ces colonies ont montré une virulence plus élevée que celle des 
colonies méres au cours des expériences faites jusqu’alors. Nous 
sommes ainsi conduit 4 nous demander dans quelle mesure ces 
colonies diles « d’involution » ne sont pas les colonies « nor- 
males » du’Ph. tumefaciens « 42/4 » et si inversement les colonies 
classiques ne représentent pas a différents titres des types de 
dégradation. 

Remarquons que cet aspect muqueux peut étre reproduit en 
partant des milieux a base de lussus sains de Pel. zonale en leur 
adjoignant du glucose, du maltose ou du saccharose a 30 g./1 ou 
encore des parties égales de glucose et de maltose (soit 15 ¢./I de 
chacun de ces sucres). Les colonies sont toutefois plus coulantes, 
moins abondantes et renferment de trés nombreux éléments 
immobiles. De méme, en ajoutant de l’acide indol-3-acétique au 
milieu-tissu-sain sucré ou non, a pH 4,7 ou 7,2 de fagon a obtenir 
des milieux ayant des concentrations en hétéro-auxine de 
10—-" g/l 4 10~ g-/l, nous avons obtenu des cultures ana- 
logues, la zone centrale de la colonie étant pourtant pigmentée 
en jaune plus ou moins clair (flavines?), surtout dans les milieux 
non sucrés. 

Des la concentration de 10-' g./l, en milieu non  sucre, 
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Pacide indol-3-acétique conduit a Vapparition des colonies cou- 
lantes possédant des éléments mobiles et immobiles. Ce cataly- 
seur semblerait donc avoir, pour certaines concentrations, une 
action trés proche de celle des subtances plastiques que sont les 
sucres ; ce n’est cependant pas une action absolument identique, 
les colonies étant moins coulantes, moins muqueuses et plus bom- 
bées avec l’acide indol-3-acétique qu’avee les sucres. En régle 
générale, l’aspect muqueux est plus net lorsqu’on se trouve en 
pH acide (4,7) et que l’on cultive les bactéries au-dessus de leur 
optimum de température (& 35° C par exemple), c’est-a-dire 
quand les conditions physiques sont les moins favorables. 

c) Sur milieux au Pel. zonale sain modifiés par de Vaneu- 
rine et par de l’aneurine + de l acide indol-3-acétique. — Avec 
la vitamine B, seule (sur milieu non sucré) de 10—*° g./1 a 
10-* g./1 (pH 7,2), aprés quarante-huit heures a 27°C, on obtient 
des colonies muqueuses (avec des concentrations en vitamine B; 
de 10-* g./1, aspect des colonies est pratiquement identique a 
celui obtenu avec des concentrations de 10—* g./1 d’acide indol- 
3-acétique). A la concentration de 10—* g./1 le facies bactérien 
ss homogénéise : les colonies sont plus uniformément blanches, 
moins vitreuses et la grande majorité des bactéries y sont 
mobiles. La thiamine ‘est done intervenue sensiblement en 
rendant Je milieu moins défavorable (7). Cette action est parti- 
culiérement nettle et parait caractériser facteurs et hormones de 


AOseei8 DS pA = AO 5 By t hours yer Muqueux, coulant. 

Oe Cot Acti Que 'S. Biv os ae opie Muqueux, moins coulant. 

dO ea AG Qe sy ie tones Nettement moins muqueux. 

LOae ACS OSSSB ite = eae Muqueux. 

AO eso Ate F NO) 6 ee ces te Moins muqueux. 

40-61. A+140—-3B,... . . . Encore moins muqueux (peu différent du cas 
40-8 T.A. + 10 —3 B,).’ 

DOs SE TACO 8a aon ii cau Muqueux surtout sur les bords. 

140—31.A+40-&B,...... Nettement moins muqueux. 

Ua ly WES Peed Hl by Ate hae cs ee Optimum de l’aspect non muqueux, colonies 


peu différentes de celles obtenues sur gélose 
nutritive ordinaire. 


N. B. (8). — Ces résultats sont visibles aprés quarante- huit heures de culture 
& 27° C; ils sont encore plus nets aprés quatre a cing jours. 


(7) Dés la concentration de 10—1° g./1 en milieu non glucosé (pH 7,1), 
on obtient des colonies bombées, jaunes en leur centre, vitreuses, Cette 
action est a rapprocher de celle de l’acide indol-3- acétique A la méme 
concentration. La différence entre ces deux types de substances est alors 
peu marquée. 

(8) L’adjonction de sucres, thiamine, hétéro-auxine n’est par arbi- 
traire ; elle répond qualitativement aux données de ]’analyse chimique 
des tumeurs [45, 16, 17, etc.] 
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croissance, dans le cas Phytomonas tumefaciens, si on cultive ces 
bactéries sur des milieux gélosés au Pel. zonale sain, glucosés 
a 30 g./l (pH 7) et additionnés d’acide indol-3-acétique et de vita- 
mine B, (9). 

Il ressort de ces constatations que I acide-indol-3-acétique ne 


Fic. 1. Fic. 2. 
Fic. 1. — « AGRx » sur milieu gélosé au bouillon de bceuf (pH 7). 
Fic. 2. — « A6Rx » de la culture ci-contre repiqué sur Pel. zonale (pH 7). 


semble jouer un réle nettement favorisant qu’en présence de vita- 
mine B,. 
2° Avec la variété « A6Rx ». 


Sur tous les milieux ulilisés ci-dessus avec la variété « 42/4 », 
nous avons oblenu le passage a la forme Rough franche (ef. cli- 
chés ci-contre) constituée surtout d’éléments allongés, moins 
mobiles que les bactéries de la souche « 42/4 ». 

Repiquée sur gélose-animal, elle redonne.une colonie macro- 
scopiquement S, Cette forme repiquée sur gélose-tumeur, par 
exemple, redonne une culture R. Apres de nombreux repiquages 


(9) Acide indol-3-acétique en abrégé : LA. 


i 
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sur gélose-Pel. zonale glucosé, nous avons pu oblenir une forme 
stable R — plus exactement Rs —“sur gélose au bouillon de beeuf. 
Il ne nous est pas possible dans le cadre de ce travail de présen- 
tation, de nous étendre sur ce phénoméne. Insistons cependant 
sur ce que le milieu sensible a révélé les potentialités des souches 
étudiées ; ce sera ]a notre conclusion. 


RESUME. 


1° On a justifié par son application dans le cas de |’ensemble 
infeclieux Phytomonas tumefaciens-Crown-gall du Pelargonium 
zonale, que la notion de milieux microbiologiques sensibles est 
utile pour la connaissance des interactions entre vecteur patho- 
géne et cellule, tissu, organe ou organisme attaqué. Nous pensons 
que l utilisation de tels milieux de culture doit étre étendue non 
seulement 4 la mycologie végétale mais aussi 4 toute la micro- 
biologie animale. , 

2° Dans les milieux a base de Pelargonium zonale, nettement 
défavorables, les sucres jouent un réle certain comme substances 
favorables dans apparition de formes « d’involution » (colonies 
coulantes et transparentes). 

3 L’aneurine est un facteur favorisant nettement la croissance 
de la souche S « 42/4 », mais il est plus difficile de saisir son 
effet avec la souche R « A6Rx ». 

4° Le réle de l’acide indol-8-acétique est obscur. 
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NOUVEAU PROCEDE D’'INOCULATION AU COBAYE 
DES PRODUITS SUSPECTS DE TUBERCULOSE 
} APRES MODIFICATION 
PAR CONTACT AVEC LA PENICILLINE CALCIQUE 


par F. TISON (*). 


(Travail du Laboratoire Central des Villages. 
Sanatorium de Haute-Altitude, a Praz-Coutant.) 


Les résultats encourageants obltenus en inoculant les produits 
pathologiques non modifiés chez le cobaye traité préventivement 
par les sulfamides [4, 2] nous ont déterminé a rechercher si Ja 
pénicilline pouvait étre utilisée dans un but analogue. 

Nous avons, a cet effet, procédé a quelques expériences pré- 
liminaires. ; 


1° AcTION DE LA PENICILLINE SUR LE BACILLE pr Kocn. 


a) In vitro. — Nous avons déja exposé la possibililé de 
culliver le bacille de Koch a partir de crachats non traités en 
présence de pénicilline [8]. La cullure, plus rapide dans ces 
conditions, semblait indiquer une action favorable de lantibio- 
lique. En fait, l’élimination de la surinfection semble seule jouer : 
10 liquides pleuraux non surinfectés ont été ensemencés chacun sur 
3 tubes de milicu de Lowenstein et sur 3 tubes du méme milieu 
additionné de I, II et III gouttes de pénicilline calcique a 
5.000 U. O. par centimetre cube. Les colonies de bacille de Koch 
sont apparues sur les 60 tubes dans des conditions a peu prés 
semblables et a la méme date. : 

Des doses plus considérables — et surtout une température 
inférreure a 87° — sont nécessaires pour oblenir in vitro Vinhi- 
bition du baecille tuberculeux, comme Jont révélé Courmont et 
Gardére [4, 5]. ; 

Encore cette inhibition n’existerait-elle pas pour des souches 
virulentes (Bonét-Maury [40)). 

Une colonie de bacilles vivants secs, mélangés dans un mortier 
avec de la pénicilline en poudre, conserve sa virulence A la e@la- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juillet 1947. 
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ciére au dela de dix jours; des inoculations que nous avons 
faites dans ces conditions en témoignent en toute certitude. 

b) In vivo. — 11 crachats bacilliféres ont été inoculés dans les 
conditions indiquées ci-dessus a deux groupes de cobayes de 
méme poids. Les cobayes du groupe 2 ont été traités par des 
doses de pénicilline variant, par semaine, de 2.000 U. O. a 
5.000 U. O. Sept sont morts précocement intoxiqués par |’anti- 
biotique. L’autopsie soigneuse des autres animaux, sacrifiés ou 
morts entre le cinquantiéme et le quatre-vingtiéme jour n’a pas 
décelé de différence sensible entre les lésions du groupe I et 
celles du groupe II. 

Hauduroy et Rosset [6] ont montré que seule la pénicilline brute 
— et non son sel calcique —- pouvait modifier les réactions 
cutanées d’allergie du cobaye. 

La pénicilline a petites doses ne peut certainement : ni agir sur 
le bacille tuberculeux in vitro, ni empécher lévolution de la 
maladie tuberculeuse du cobaye. 


2° ACTION DE LA PENICILLINE SUR LE COBAYE SAIN. 


Nous avons vu qu'un traitement suivi élait impossible chez le 
cobaye : |’animal meurt plus ou moins rapidement et l’autopsie 
dénote alors un météorisme abdominal important, un estomac 
vide, un amaigrissement accentué, mais pas de lésions macro- 
scopiques des viscéres. 

Il est possible que des altérations microscopiques cellulaires 
aient eu lieu, mais l’inappétence et le météorisme semblent avoir 
une autre cause, car |’examen des selles du cobaye encore vivant 
et traité par |’antibiotique montre une raréfaction considérable 
de la flore intestinale par rapport a celle de l’animal sain et un 
net déséquilibre des flores dominantes. La fonction cellulolytique 
s’en trouve peut-élre compromise. 

Il s’avére impossible de faire chez Vanimal en expérience un 
traitement prolongé et suffisamment intense. 


3° ACTION DE LA PENICILLINE 
SUR LES PRODUITS PATHOLOGIOUES SURINFECTES 


Nous avons déja consacré a ce sujet une étude détaillée [7] 
qui démontre que |’addition de III gouttes de solution de péni- 
cilline 4 5.000 U. O. par centimétre cube 4 1 cm’ de produit 
pathologique neutralisé suffit, apres un séjour de quelques heures 
a l’étuve, a éliminer les germes de suppuration banale, sans nuire 
a la virulence du bacille de Koch. 

La technique proposée découle directement des conclusions qui 
précédent : 


¥ 
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Le produit pathologique surinfecté est neutralisé en présence 
de tournesol. On y ajoule, par centimétre cube, III gouttes de 
pénicilline diluée dans du sérum physiologique a raison de 
5.000 U. O. par centimetre cube. Aprés quelques heures de 
séjour a l’étuve a 37°, le mélange est prét a étre injecté. La 
quantité d’antibiolique, trop faible pour nuire a l’animal inoculé, 
est suffisante pour surmonter l’action des pénicillases souvent 
présentes dans les produits polyinfectés. 


R&ESULTATS. 


Nous avons expérimenté la méthode sur 104 cobayes répartis 
en deux groupes. 

Le groupe I a regu la moilié du produit suspect. Le groupe I 
Vautre moitié, traitée. comme i] est proposé ci-dessus. Les exa- 
mens microscopiques les plus poussés n’avaient pas décelé au 
préalable les bacilles acido-résistants. 

5 cobayes du premier groupe sont morts de surinfection dans 
les premiers jours. Aucun du deuxiéme groupe n’a présenté la 
plus petite suppuration. 

17 animaux ont élé tuberculisés dans le groupe I; 28 Pont été 
dans le groupe II. 

Si l’on tient compte des 4 déces du groupe I, qui empéchent 
ja comparaison avec les animaux correspondants du groupe LI, 
posilifs tous les 4, il reste respectivement les chiffres de 17 et 24. 
S’il était permis de faire un pourcentage sur un si pelit nombre 
de cas, on verrait que la méthode proposée donne un gain 
denviron 30 p. 100. 

Réactions lymphatiques. — Les cobayes du groupe I pré- 
sentent tous une réaction ganglonnaire précoce et importante 
d’infection banale. Ce n’est que plus tardivement que les gan- 
glions typiquement tuberculeux apparaissent dans les cas positifs. 

Dans le groupe II, par contre, si on n’apercoit pas d’adéno- 
pathie banale dans les premiers jours, les ganglions tuberculeux 
apparaissent plus rapidement que chez |’animal du groupe I. 

Réactions dallergie. — L’intradermo-réaction au 1/10 a- été 
pratiquée de dix jours en dix jours. Les réactions positives appa- 
raissent nettement plus vite et plus intensément dans les cas 
positifs chez l’anima] 2 que chez lV’animal 1 correspondant. Si on 
lolalise le nombre de décades de la période anté-allergique des 
couples d’animaux positifs de part et d’autre, on obtient : 57 dans 
le groupe I et 46 dans le groupe II, soit une diminution de l’ordre 
de 20 p. 100. 

Résultats dautopsie. — Les animaux ont été sacrifiés et 
autopsiés soigneusement an quatriéme mois. En général, il y a 
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une légére discordance entre les manifestations d’allergie et 
a7 : are eo . p , ° 5 
Pétendue des lésions, les dégats viscéraux étant moins impor- 
tants dans le groupe II. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. 


Bien que les inégalités de répartition des bacilles de Koch 
puissent expliquer certaines différences (Davy, Kreis, Leva- 
diti [9]), la balance penche nettement en faveur de la méthode pro- 
posée. Quand on connait le réle joué par le systeme lymphatique 
dans l’apparition de l’allergie (Laporte [8]), on peut supposer que 
la sollicitation de la barriére ganglionnaire par des germes 
banaux peut freiner pour le groupe I la dissémination bacillaire. 
Peut-étre méme dans certains cas, les quelques rares bacilles de 
Koch se laissent-ils vaincre par la défense. 

Dans la nature, la contamination tuberculeuse se fait rarement 
a létat bactériologiquement pur. 

C’est probablement pour cette raison que Ja présence de péni- 
cilline entraine ces modifications aprés inoculation expérimentale 
ou accidentelle. 

Les conditions d’extraction de la pénicilline excluent la possi- 
bilité d’existence préalable de bacilles vivanis dans Je médi- 
cament. 

CONCLUSION. 


La méthode proposée allie, 4 la sécurité maximum, une sensi- 
bilité encore accrue du fait qu'il est possible d’injecter impu- 
nément une plus grande quantité de produit pathologique. 
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COMMUNICATION (SUJTE ET FIN) 


LE GEL D'ALUMINE COMME ADJUVANT DU VACCIN 
ANTIRABIQUE FORMOLE 


par H. JACO(OT. 


Nous avons fait connaitre déjd (1) que l’addition d’hydroxyde 
d’aluminium aux pulpes organiques formolées employées comme 
~vaccin contre la peste bovine avait pour effet d’augmenter leur pouvoir 
vaccinant de facon notable ; dans les expériences rapportées le vaccin 
adsorbé par le gel s’est montré de dix 4 plus de vingt-cing fois supé- 
rieur au vaccin témoin. 

Le méme procédé permet de renforcer le vaccin antirabique formolé 
dont la prophylaxie de la rage du chien fait usage aujourd’hui en de 
nombreux pays. 

Voici d’abord, en quelques lignes la technique adoptée pour la prépa- 
ration des émulsions vaccinales. Des chiens sont inoculés de rage a 
virus fixe par voie intracranienne. Lorsqu’ils sont complétement para- 
lysés on les sacrifie et on préléve leurs encéphales. De ces encéphales, 
on fail, par broyage au Latapie et pilonnage dans un mortier une pulpe 
fine qu’on émulsionne dans une petite quantité d’eau additionnée de 
formol ; l’émulsion est filtrée sur gaze; on la conserve dans 1’étuve 
a 387° pendant vingl-quatre heures puis dans une armoire a la tempé- 
rature du milieu (25-30°) pendant quatre jours. 

De 1’émulsion vaccinale on fait alors deux parts égales ; 4 l’une on 
ajoute une certaine quantité de gel d’alumine (quantité égale ou un 
peu inférieure 4 la masse de la pulpe nerveuse), et l’on compléte avec 
de l'eau pour que ]’émulsion finale soit au cinquiéme. La deuxiéme 
parlie qui servira de vaccin témoin est simplement complétée au méme 
volume avec de l'eau. 

Les résultats des cing expériences qui vont ¢tre exposées briévement 
ont été obtenus avec autant d’émulsions vaccinales distinctes. Dans 


(1) C. R. Acad. Sei., 1940, 240, 376. 
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toutes ces expériences 1’épreuve a consisté en l’inoculation dans les 
masséters de 0,02 g. de virus des rues. ai 


PREMIERE EXPERIENCE. — Les émulsions vaccinales ont été conservees 4 la 
température du milieu pendant quatre mois, Avec chacune des préparations 
on vaccine 4 groupes de 3 cobayes, en deux temps, aux doses de 0,25 cm, 
0,50 cm’, 1 cm? et 2 cm® chaque fois. L’épreuve pratiquée cing semaines 
aprés donne les résultats suivants : cobayes qui ont recu le vaccin au gel, 
2 morts sur 12; cobayes qui ont regu le vaccin sans gel, 9 morts sur 12. 
cobayes témoins non vaccinés, 4 morts sur 4. 


DEUXIEME EXPERIENCE. — Les émulsions vaccinales sont employées aprés 
six semaines de conservation 4 la température du milieu. Avec chacune 
delles on vaccine 4 groupes de 3 cobayes, en deux temps, aux doses de 
0,25 cm? 0,50 cm3, 1 cm et 2 cm’ chaque fois. L’épreuve virulente pratiquée 
un mois aprés donne les résultats suivants : cobayes qui ont recu le vaccin 
au gel, 2 morts sur 12; cobayes qui ont recu le vaccin sans gel, 7 morts 
sur 12; cobayes témoins non vaccinés, 3 morts sur 3. 


TROISINME EXPERIENCE. — Les émulsions vaccinales ont été conservées 
pendant cing semaines 4 la température du milieu. Avec chacune d’elles on 
vaccine 3 groupes de 4 cobayes, en deux temps, A trois semaines d’inter- 
valle, aux doses de 0,5 cm3, 1 et 2 cm% chaque fois. L’épreuve virulente 
pratiquée trois semaines apres donne les résultats suivants : cobayes qui ont 
recu le vaccin au gel, 3 morts sur 12 (dont 1 aprés deux mois et 1 aprés 
sept mois) ; cobayes qui ont regu le vaccin sans gel, 6 morts sur 12, cobayes 
témoins non vaccinés, 4 morts sur 4. 


QUATRIEME EXPERIENCE. — Des émulsions vaccinales préparées de la facon 
indiquée plus haut mais qui n’ont pas été portées a la dilution 5 sont 
conservées, sous cette forme concentrée, a la température du milieu pendant 
sept mois. A ce moment on les compléte par addition d’eau et l’on vaccine 
avec chacune d’elles 4 groupes de 3 cobayes. La vaccination se fait en deux 
temps, a trois semaines dintervalle, aux doses de 0,25 cm, 0,50 cm3, 1 et 
2 cm’ chaque fois. L’épreuve pratiquée cing semaines aprés donne les 
résultats suivants : cobayes qui ont recu le vaccin au gel, 2 morts sur 11 ; 
cobayes qui ont regu le vaccin sans gel, 5 morts sur 11, cobayes témoins 
non vaccinés, 4 morts sur 4. 


CINQUIEME EXPERIENCE. — Les éinulsions vaccinales ont été conservées 
pendant quinze jours 4 la température du milieu. Avec chacune delles on’ 
vaccine 4 groupes de 3 cobayes, en deux temps, a trois semaines d’inter- 
valle, aux doses de 0,25 cm%, 0,50 cm3, 1 et 2 cm® chaque fois. L’épreuve 
virulente pratiquée un mois aprés donne les résultats suivants : cobayes 
qui ont regu le vaccin au gel, 2 morts sur 12; cobayes qui ont regu le 
vaccin sans gel, 6 morts sur 12; cobayes témoins non vaccinés, 4 morts 


sur 4, 


Tl est évident que le gel d’alumine renforce le pouvoir protecteur des 
vaccins antirabiques constitués par les émulsions de pulpes encépha- 
liques formolées. Dans les expériences rapportées ici le vaccin additionné 
de gel a protégé 48 cobayes sur 59 (soit 81 p. 100) tandis que le vaccin 
témoin n’en protégeait que 26 sur 59 (soit 44 p. 100). En d’autres 
termes l'inoculation virulente d’épreuve a tué trois fois plus de cobayes 
immunisés au moyen de vaccin formolé simple que de cobayes immu- 
nisés au moyen de vaccin formolé additionné de gel (83 d’une part, 
11 de l’autre). Les 19 témoins ont succombé 4 cette épreuve:. 


1030 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


On notera que dans le cas du vaccin dont il s’agit ici, Vaction de 
Vhydroxyde d’aluminium. s’exerce sur une pulpe tissulaire rendue 
totalement avirulente par addition de formol. 


(Institut Pasteur de Nhatrang, Indochine.) 


SUR UNE NOUVELLE SALMONELLA COLI 
(ANTIGENE O XVII DE S. K/ARKEE) 
ET SUR LES CONDITIONS DE SON ISOLEMENT 


par R. SOHIER, 


Il nous a paru qu’il pourrait y avoir quelque intérét a4 signaler 
existence d’une Salmonella coli nouvelle dont nous rappellerons les 
caractéres essentiels, aprés avoir briévement indiqué les conditions 
de son isolement. 

Nous avons été conduit a rechercher la présence de Salmonella dans 
les selles d’un enfant de dix ans, parce que nous avions constaté que 
son sérum agglutinait les émulsions O de bacilles d’Eberth a hauts titres 
(voir plus loin), alors que, par ailleurs, l’affection qu’il présentait ne 
paraissait pas de nature typhoidique. I] s’agissait, en effet, d’un jeune 
garcon traité 4 la clinique infantile du professeur Mouriquand (1) pour 
un syndrome hépato-splénomégalique fébrile avec hématéméses impor- 
tantes, anémie secondaire grave, et dont l’étiologie était demeurée long- 
temps imprécise. Au cours de recherches systématiques du sérum nous 
fut remis et un séro-diagnostic de Widal « dissocié » donnait les résul- 
tats suivants : le 28 novembre 1945, TO : 1/1.600 ; TH: 0; AO : 1/50; 
AH; = 0}; BO =; 1/100; BH: = 1/50 > CO 3) O=- CH= O) séro-diaenosiee 
Vi négatif. 

Malgré cette constatation chez ce sujet non vacciné, on hésita a 
admettre qu’il s’agissait d’une fiévre typhoide de toutes fagons atypique. 
D’ailleurs les anamnestiques (fausse-couche chez la mére, une sceur 
morte 4 vingt jours, un autre enfant présentant une hépatomégalie) 
conduisaient 4 retenir, avec plus de raisons, le réle de la syphilis dans 
le déterminisme des lésions. Mais comme plusieurs séro-diagnostics 
faits & intervalles éloignés donnérent des résultats trés voisins (2) et que 
V’évolution intercurrente d’une infection typhoide pouvait étre évoquée, 
nous avons recherché a plusieurs reprises les Salmonella dans les selles 


(1) Nous tenons 4 remercier M. le Professeur Mouriquand et M. Boulez, 
son Chef de Clinique, qui nous ont donné la possibilité d’effectuer les 
prélévements nécessaires chez cet enfant dont lobservation a été rapportée 
a la Société de Pédiatrie (Réunion de Lyon). 

(2) Le 17 décembre 1945 : TO, 1/1600; AO, 1/50; BO, 1/100; CO, 0. Le 
8 février 1946 : TO, 1/800 ; TH, 0; AO, 1/50 ; AH, 03 BO, 1/50 ; BH, 1/50 ; 
CO, 0. Le 16 mars 1946: TO, 1/600 ; AO, 0; BO, 1/50; CO, 0. Le 4 février 
1947 : TO, 1/800; AO, 1/50; BO, 1/100; CO, 0. Toutes nos émulsions ont 
été contrdlées avec les sérums de l'Institut International des Salmonella. 
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avec les techniques spéciales d’isolement. C’est alors que nous avons 
trouvé une fois sur quatre prélévements effectués, de mombreuses 
colonies .d’un germe que nous avions initialement cru étre une 
Salmonella (38). En ‘fait, il avait les . propriétés biologiques des 
Salmonella coli, mais était d’un type antigénique non encore décrit. 
Ses caractéres essentiels étaient les suivants : 

Bacille mobile Gram négatif, ne fermentant pas le lactose (méme 
apres trente jours), fermentant le glucose avec gaz, le saccharose et la 
dulcite, ne liquéfiant pas la gélatine, ne produisant pas d’hydrogéne 
sulfuré. 

La recherche des diverses fermentations donnait les résultats sui- 
vants : adonite, O; arabinose, + ; glycérine (milieu de Stern), O; 
inosite, O ; maltose, + ;-mannite, + ; rhamnose, + ; salicine, + ; 
sorbite, + ; xylose, + (4). 

Parmi les réactions servant A lidentification du colibacille et des 
coliformes, notons : production d’indol, + ; réaction au rouge de 
méthyle, + ; réaction de Voges-Proskauer, O ; gélose de Simmons au 
citrate : pas de développement ; caractéres d’Escherichia coli. 

Or, les caractéres antigéniques de ce germe Gétaient les suivants 
présence de l’antigéne O XVII de Salmonella kirkee (5), absence des 
antigénes H du schéma Kauffmann-White, absence de l’antigéne Vi. Ce 
germe identifié, nous avons recherché s’il avait fait apparaitre dans 
le sérum du malade des agglutinines spécifiques. Or, les sérums_ pré- 
jievés avant et aprés lisolement de ce germe ne l’agglutinaient pas. 

Nous nous sommes demandé s’il contenait l’antigéne XII, ce qui 
aurait pu expliquer l’apparition des agglutinines anti O S. typhi 
constatées 4 hauts titres ; cet antigéne n’élait pas présent. 

Un sujet ayant recu des injections d’un vaccin préparé avec ce germe, 
aprés 4 injections on constatait que son sérum agglutinait les émul- 
sions en bouillon au taux de 1/100 et les émulsions chauffées 4 100° 
au taux de 1/100. Les agglutinines anti-Eberth (TO), absentes avant les 
injections, n’étaient pas constatées aprés celles-ci. 

On notera chez 1|’enfant la persistance d’agglutinines anti O Eberth 
(T O) & des taux élevés (1/1600 4 1/800) depuis quatorze mois. Quand on 
sait la rapide disparition habituelle des agglutinines anti O chez les 
sujels atteints de fiévre typhoide, on peut se demander pour quelles 
raisons on les a retrouvées aussi longtemps. Nous n’en avons pour 
V’instant pas trouvé l’explication, l’hypothése d’une infection typhoide 
prolongée ne nous paraissant pas satisfaisante. 


(3) Ayant isolé des colonies d’un germe ne fermentant pas le lactose, nous. 
avions immédiatement étudié leur agglutinabilité par les sérums servant a 
Videntification de toutes les Salmonella, or, il était aggluliné par le sérum 
anti O XVII (Cf. Kauffmann. Acta Microb. Scandina. 1942, 19, 2481). 

(4) Certaines de ces fermentations que nous ne pouvions réaliser, ont été 
étudiées par M. Kauffmann, qui, par ailleurs, a bien voulu confirmer les 
caractéres d’identification de notre germe, ce dont nous le remercions 
vivement. 

(5) La Salmonella kirkee (Bridges et Dunbar) a été isolée en 1935 des 
féces d’un enfant de dix ans atteint d’enlérite aigué 4 Kirkee (Inde) ; on 
avait incriminé 4 Vorigine de.Vinfection, mais sans preuve formelle, un 
chien. Notre malade n’avait jamais quillé la France. 
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En résumé : nous avons isolé dans les selles d’un enfant atteint de 
syndrome hépato-splénomégalique du _ type cirrhose infantile, un 
germe ayant tous les caractéres morphologiques et biochimiques des 
Salmonella coli (Kauffmann), mais contenant, d’une part, un antigéne 
somatique jamais rencontré jusqu’ici dans les bactéries de ce groupe, 
Vantigéne O XVII de la Salmonella kirkee et, d’aulre part, aucun des 
antigénes flagellaires présents chez les Salmonella (6). 

Cet enfant a présenté pendant quatorze mois un séro-diagnostic 
fortement positif pour Vantigéne somatique (O IX) du bacille d’Eberth, 
sans que l’on puisse préciser l’évolution méme intercurrente Uune fiévre 
typhoide, son affection paraissant plus vraisemblablement syphilitique ; 
par contre, son sérum n’agglulinait pas la Salmonella coli isolée dans 
les selles. 

L’étude des rapports entre les Salmonella et les colibacilles ou coli- 
formes qui, du point de vue antigénique, a fait l’objet de travaux récents 
mais déja importants (en particulier 4 ]’étranger, de Kauffmann et en 
France, de Boivin), n’a pas qu’un intérét « botanique », elle peut 
conduire 4 une connaissance plus compléte de la biologie générale des 
bactéries intestinales, du comportement immunologique de |’>homme 
infecté. 


INACTIVATION DU BACTERIOPHAGE 
PAR LA DEXTRINE 


par A. GUELIN. 


En 1934, Gough et Burnet (1) ont obtenu la neutralisation du bacté- 
riophage par un antigéne polysaccharidique extrait des bactéries. 
A. Pirie (2), en 1940, en hydrolysant les polysaccharides des bactéries 
chauffées, a libéré les phages de la surface bactérienne ; Ashenbourg, 
Sandholzer, Scherp et Berry (8) [1940], ont constaté l’inactivation du 
bactériophage par un polysaccharide d’origine non bactérienne, le 
glycogéne. Ellis et Spizizen, en 1940-1941 (4), signalent 1’inactivation 
d’un bactériophage par l’amidon soluble et par linuline. Enfin, 
A. Guelin, en 1947 (5), sans avoir eu connaissance des deux derniers 
travaux mentionnés, a étudié l’inactivation par le glycogéne de 
quelques bactériophages et a souligné la non spécificité de inactivation 
de phages appartenant a des groupes différents. 

La comparaison du complexe bactéries-bactériophage au complexe 
antigéne-anticorps et le réle des polysaccharides bactériens dans les 


(6) Ce germe a pris place dans notre collection sous le nom provisoire de 
Souche « Gauthier ». 

(1) Goucu et Burnet, J. Path. Bact., 1934, 38, 301. 

(2) A. Pirie, Brit. J. exp. Path., 1940, 24, 125. 

(3) AsuenBourc, SANDHOLZER, Scuerp et Berry, J. Bact., 1939, 40, 71. 

(4) Extis et Sprzizen, J. gen. Physiol. 1940-1941, 24, 437. 

(5) A. Gurxin, Ces Annales, 1947, 73, 503. 
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manifestations de l’immunité montrent l’intérét de l’étude de 1’inac- 
livation non spécifique des bactériophages par les glucides. 

Nous avons continué nos recherches avec un produit de dégradation 
de l’amidon, la dextrine, en limitant cetie fois notre étude au phage 
typhique Lister et au phage staphylococcique Twort, l’un et l’autre 
appartenant 4 deux groupes différents de baciériophages. 

La dextrine (blonde) destinée aux -expériences est employée A la 
concentration de 30 p. 100. Cette solution est ramenée au pH=7 par 
addition de soude 4 1 p. 100; puis tyndallisée par trois chauffages a 
56°, entrecoupés de séjours a 37°. La solution est alors décantée pour la 
débarrasser du dépot noiritre qui s'est formé ; elle est A nouveau ajustée 
a pH=7, puis comservée 4 la glaciére. La dextrine est ainsi préte pour 
les expériences. 

L’inactivation du bactériophage par la dextrine est mise en évidence 
de la fagon suivante : 4 1 cm® de solution de dextrine on ajoute 0,1 cm? 
de bactériophage. Le bactériophage a été préalablement dilué dans l’eau 
physiologique, de manitre a obtenir environ 20.000 corpuscules du 
phage Lister ou 30.000 du phage Twort pour 1 cm? de dextrine. Dans 
des tubes-témoins le bactériophage est seulement additionné de bouillon 
dilué avee de l’eau physiologique 4 la place de dextrine (1 p. 10). . 

Le mélange est mis au bain-marie 4 37° pendant deux heures. Le 
titrage est effectué sur des boites de gélose 41,5 p. 100. Chaque tube est 
titré avec des pipettes calibrées que l’on change chaque fois. En diluant 
le bactériophage comme nous l’avons indiqué, nous obtenons sur. les 
boites-témoins environ 1.000 phages pour le bactériophage Lister, et 
1.500 pour le bactériophage Twort, ce qui permet d’avoir un titrage 
correct. 

Le but de notre étude a été double : 1° nous avons cherché 4 nous 
rendre compte 4 quelle dilution et au bout de combien de temps la 
dextrine était capable d’inactiver le bactériophage, et 2° nous avons 
youlu savoir si cette inactivation se limitait seulement 4 un groupe de 


T,sLeau I. — Inactivation d’un bactériophage typhique et d'un hac- 
tériophage staphylococcique par la dextrine a 30 p. 100. Chaque 
nombre a été obtenu en faisant la moyenne de trois expériences. 


——E ee atieeiaeneiannimdetiameeeinnieiteieeeeat 


NOMBRE DE PLAGES 
aprés 2 heures 


de contact POURCENTAGE 
du bactériophage 
EXPERIENCE BACTERIOPHAGES avec oe oe @inactivation 
ae372-G. 
par la dextrine 
Dextrine Témoins 
1 ......| Typhique Lister. 0 900 100 
MR ne lie ae Typhique Lister. 3 940 QR 
3) SN oe Sete Typhique Lister. 41 900 98,8 
RRC 6 Typhique Lister. 50 940 94,7 
cata aerr eas Staphylococcique Twort. 2 360 99,5 
(esa Seater oe Staphylococcique Twort. 20 4.260 98,4 
TEES RDA, Staphylococcique Twort. 28 1.400 98 
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phages ou bien si elle s’étendait & un représentant d’un groupe entiére- 
ment différent. Les résultats de nos expériences nous permettent de 
répondre A ces questions : la dextrine inactive fortement aussi bien le 
phage du groupe Coli-typhique-dysentérique que celui du groupe staphy- 
locoque. Son action inactivante n’est donc pas spécifique (tableau I). 
Dans les tableaux 2 et 3 on voit que l’inactivation des bactériophages 
Tapieau 1. — Inactivation du bactériophage typhique Lister 
par différentes dilutions de dextrine. . 


~cstmc et m tt  a Y 


EXPERIENCE A EXPERIENCE B 


Nombre Nombre 
pextnins | 4p @8 BREE. | Pourcentage | 4,42 BAe... | Pourcentage 
de veal dinaclivation de cess dinactivation 
bactériophage |. Seg baétériophage : 
ars la doxtrine par la dextrine a ceue dextrine par la dextrine 
a 37° a 37° 
isi thongs A UDA oe eerie 593 43 625, 40,2 
Sapam OOneeens. 225 18,4 557 AT 
Sipe 100). 45 8 ~yy, 4192 81,5 497 52,4 
10M 007) crste so 209 80 400 62 
Sta) BAUM cnc s al a 432 87,3 228 75,6 
20 p. 100. 88 91,6 136 87 
2b: Ps-100,. egawae ts 53 95 72 93,4 
30 WD ere ae te 38 96,4 29 92,2 
Témoim ye. .e 4.025 
emMol sec toes 4.083 
4. 


TaBLEAU II]. — Inactivation du bactériophage staphylococcique 
Twort par différentes dilutions de dextrine. 
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CONCENTRATION DE DEXTRINE 
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O'S Sirs 
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Dwr 


NOMBRE DE PLAGES 
aprés 2 heures de contact 
du bactériophage 
avec la dextrine a 37° 


345 
290 
272 
257 
60 
47 
31 
42 


POURCEN TAGE 
d'inactivation 
par la dextrine 


typhique et staphylococcique aprés deux heures de contact avec la 
dextrine est déja sensible pour la concentration de 1 p. 100. 
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A mesure que les solutions de dextrine deviennent plus concentrées, 
le pourcentage de l’inactivation du bactériophage augmente. Pour la 


iy . 
Tapteau LV, — Vitesse d'inactivation du bactériophage ty phique 
Lister par la dextrine a 30 p. 4100. 
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EXPERIENCE A EXPERIENCE B 
TEMPS Nombre de plages 
Nombre 
dinactivation) | =——————————_———_—| Pourcentage || de plages Pourcentage 
aprés contact 
Aprés contact 1 @inactivation - avec d'inactivation 
avec Témoins 5 


la dextrine la dextrine 


Ole. ONE. 836 854 0 4.060 0 
TUS pamee 4.094 0 
ee a) eb 769 866. 8 

ay, an 124 32 
Bia a. 590 818 29,5 602 43,2 
es a a 439 553 41,6 348 67 
i ones 293 873 65 24S 80 
ee ae 128 818 85 164 84,5 
2 heures. . 6 7163 99,3 712 93,2 


(L) Comme le témoin ne montre pas de baisse importante du titre pendant le chauffage 
de deux heures 4 37°, nous établissons les pourcentages d’inactivation par rapport au 
nombre de plages obtenu au depart. 


2 


TasLeau V. — Vitesse de l'inactivation du batériophage 
staphylococcique Twort, par la dextrine a 30 p. 100. 


a RT LS LS CL TO IIIS IE ELE LOD EEE ELIE LEO 


EXPERIENCE A EXPERIENCE B 
TEMPS Nombre de plages 
aprés contact Nombre 
dinactivation Pourcentage de plages | Pourcentage 
7 a ae aprés contact 
Pee d’'inactivation avec” d'inactivation 
la dextrine Témoins ia deanna 
Ones Faget 1.562 1.467 0 892 0 
HO resets 582 35 
EI gent eels 1.059 4.450 32,4 
BURR? 542 39,3 
BO Leino ear 544 1.403 65 444 54 
A ie en tee 169 4.370 89 364 60 
OU Agee os 19 4.4410 98,8 4A 94,5 
Ub beitlepey Node 7 LORS) 5 330 
2 heures. . 44 4.370 99,3 


a 


(1) Comme le témoin ne montre pas une baisse importante pendant le chaufiage de 
deux heures 4 37°, les pourcentages des inactivations ont été établis par rapport au nom— 
bre de plages obtenu au départ. 
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concentration de 30 p. 100, l’inactivation dans les mémes conditions est 
ires importante : 96,4 p. 100. 

En suivant la marche de l’inactivation, nous avons pu nous rendre 
compte que le bactériophage staphylococcique Twort, dont les corpus- 
cules sont assez grands, est inaclivé plus vite que le bactériophage 
typhique qui est probablement plus petit (tableaux IV et V). 

Comme on le voit d’aprés ces tableaux, la courbe de Vinactivation en 
fonction du temps est progressive et rappelle beaucoup la courbe de la 
fixation des phages sur les bactéries ou celle de leur inactivation par les 
extraits bactériens. 


Résumé. — 1° La dextrine peut inactiver des bactériophages apparte- 
nant A deux groupes différents (groupe des bactériophages Coli-typhique 
dysentériques et groupe des bactériophages staphylococciques). 

2° L’inactivation par la dextrine 4 30 p. 100 est presque totale pour 
les deux bactériophages étudiés. Avec la dextrine 4 1 p. 100 elle est 
encore trés importante. 

8° L’inactivation est progressive. Elle est plus rapide pour le phag 
staphylococcique que pour le phage typhique. 


(Service du Bactériophage. Institut Pasteur.) 


UN ENTEROCOQUE ANTAGONISTE 
DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS TYPE A 


par A. GUELIN, A. KREGUER et J. LE BRIS. 


Ces derniéres années, avec la découverte de la pénicilline et d’autres 
substances antibiotiques, le probleme de l’antagonisme bactérien est 
plus que jamais 4 l’ordre du jour. Les recherches des microbiologistes 
sont dirigées dans ce sens, ce qui permettra d’explorer un domaine qui 
offre des perspectives illimitées. 

Depuis que Pasteur a décrit l’inhibition de la bactéridie charbonneuse 
par le Bacterium avisepticae, des cas d’antagonisme entre bactéries aéro- 
bies ont été souvent signalés (1). Par contre, les cas d’antagonisme entre 
aérobies et anaérobies ont été rarement décrits ; on a surtout étudié 
l’atténuation de la toxine tétanique par les germes de B. subtilis ou par 
ses filtrats. 

Metchnikoff, le premier, en 1897 (2), a signalé cette atténuation pro- 
voquée par le développement des bactéries du groupe du B. subtilis ou 
du B. mesentericus dans les cultures de B. tétanique. Maurice 
Nicolle (3) a confirmé ce fait en utilisant des filtrats de B. subtilis. 
Ramon et Richou (4), étudiant l’atténuation de la toxine tétanique, 


(1) Voir la bibliographie sur l’antagonisme bactérien jusqu’A 1938, réunie 
par Naxnimovskaya, Microbiologie, 1938, 7, 238. 

(2) Mercuntkorr, Ces Annales, 1897, 44, 801. 

(3) M. Nicottr, Ces Annales, 1907, 24, 613. 

(4) G. Ramon et R. Ricnou, C. R. Acad. Sci., 1945, 220, 802. 
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constatenit que la toxine-du B. perfringens est également sensible A 
influence du filtrat de B. subtilis. Récemment, Vallée (5) [1945], a 
décrit l’action lytique du B. subtilis sur les cultures de B. cedematiens 
et de Vibrion septique. 

Derniérement, nous avons mis en évidence les propriétés lytiques 
d’un entérocoque vis-a-vis de Cl. perfringens type A, fraichement isolé 
de l’intestin d’un enfant. L’entérocoque, dont la description plus 
détaillée sera donnée dans une autre note, a été isolé de l’eau d’égout 
de Clichy (6). 

Ensemencé avec le Cl perfringens A sur une boite de gélose, cet 
entérocogue donne des colonies fines, entourées d’une large zone stérile 
formée aux dépens du Cl. perfringens. La culture en bouillon Vf 
renferme, déja au bout de six heures, une substance antagoniste vis-a- 
vis du Cl. perfringens. Son activité se manifeste quand on dépose 
0,01 cm® de filtrat de cette culture sur une suspension de Cl. perfringens 
récemment étalée sur une boite de gélose. Aprés vingt-quatre heures 
d’étuve 4 37°C et sous le vide, on observe une couche homogéne de 
Cl. perfringens et Vabsence compléte de culture aux endroits ot le 
filtrat a été déposé ; on observe parfois quelques rares colonies isolées 
résistantes a l’égard du filtrat. 

Dilué 4 1 p. 10, le filtrat perd son pouvoir antagoniste. I] n’agit que 
sur le Cl. perfringens vivant et en voie de croissance : une couche de 
Cl. perfringens agée de vingt-quatre heures, déja bien formée, n’est 
pas sensible 4 l’action du filtrat, de méme que les bacléries tuées par 
la chaleur. 

Chaulfé & 100° C pendant cinq minutes, il garde encore son activilé 
vis-a-vis de Cl. perfringens. I] ne s’agit pas d’un_ baclériophage, car le 
phénoméne n’est pas transmissible. 

Nous avons éprouvé son aclion sur quelques aérobies, qui sont restés 
complétement insensibles 4 son égard ; ce sont : S. typhi T 2, S. typhi 
i20, b. typhique Bathnagar, b. typhique Lister, b. paratyphique A 
(Kauffmann), b. paratyphique B (Rouland), b. paradysentérique Y6R, 
B. coli 36, Proteus X-19, les Streplocoques : Gautier, Boquet, Singe, 
viridans, et les Staphylocoques : Twort et S3K. 

Si l’on veut se rappeler le réle de Cl. perfringens dans les plaies 
infectées et dans les péritonites, si lon pense au pourcentage élevé de ce 
germe dans la flore intestinale, on comprendra aisément l’intérét que 
présente l’étude de cet antagonisme. 

Résumé. Un entérocoque antagoniste de Cl. perfringens a été isolé de 
V’eau d’égout. 

I] élabore dans les milieux de culture une substance active seulement 
sur les bactéries en voie de multiplication. 

Cette substance est thermo-résistante et non transmissible. 


(Service du Bactériophage. 
Service des Toxzines gangréneuses. Institut Pasteur.) 


(5) Vatiir, C. R. Soc, Biol., 1945, 139, 148. ’ 
(6) Les échantillons de cette eau sont obtenus grace A lamahilité de 
M. Coin, Chef de Laboratoire au Service du Controle des Eaux de la Ville 


de Paris. 
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ISOLEMENT D’UN BACTERIOPHAGE ACTIF 
SUR LE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS TYPE A 


par A. KREGUER, A. GUELIN et J. LE BRIS. 


L’étude des bactériophages actifs sur les bactéries anaérobies présente 
un intérét certain, tant au point de vue du bactériophage qu’au point 
de vue de son application pratique éventuelle. Jusqu’da ces derniéres 
années seul le travail de Cowles permettait de supposer l’existence de 
tels phages. Cowles (1), en 1934, en Amérique, a réalisé l’isolement d’un 
bactériophage actif sur Cl. tetani 4 partir de l’eau d’égout. Plus récem- 
ment, on a appris, par un article de P, Hauduroy (2), mentionnant le 
Je travaii de S. P. Zaeva et par une publication de Jouravlev, Kokine et 
Pokrovskaya (3), que plusieurs phages actifs sur les quatre principaux 
germes de la gangréne gazeuse (Cl. perfringens, Cl. histolyticum, Cl, oede- 
matiens et Vibrion septique), avaient été isolés en U.R.S.S. et que ces 
phages étaient employés dans la prophylaxie et le traitement de la 
gangrene gazeuse. 

De notre cété, nous avons cherché A isoler un bactériophage actif sur 
le Cl. perfringens et nos recherches nous ont conduites 4 un résultat 
positif. Dans cette premiére note nous donnons la description et les 
techniques d’isolement et d’entretien du bactériophage que nous avons 
préparé. 

Le phage a été trouvé dans |]’eau d’égout (4) en utilisant comme 
bactérie sensible une souche de Cl. perfringens du type A (souche T), 
isolée pac nous 4 partir des matiéres fécales d’un enfant de sept ans 
en bonne santé. Cette souche est fortement hémolytique, peu toxique 
et virulente pour le cobaye. 

Pour l’isolement du bactériophage, nous avons procédé de la facon 
suivante : on ajoute A 30 cm® de bouillon Vf (pour anaérobies, privé 
d’air par un chauffage de quinze minutes 4 100°) 10 cm® d’eau d’égout 
et on ensemence avec la souche de Cl. perfringens (une goutte d’une 
culture de vingt-quatre heures). Aprés un séjour de cinq heures a 
37° la culture est centrifugée, filtrée et I goutte de filtrat est déposée 
sur une plaque de gélose 4 1,5 p. 100, sur laquelle on a étalé au préa- 
lable VI gouttes de culture de Cl. perfringens T. Agée de six heures. 
La plaque est placée dans une cloche a vide contenant une solution 
de pyrogallol (appareil de Weinberg et Schneiter). Le tout est porté 
jusqu’au lendemain & l’étuve a 37° C (6). 


(1) Cowes, J. Bact., 1934, 27, 163. 

(2) P. Hiaupuroy, Presse méd., 26 oct. 1946, 703, 

(3) Jouxavtev, Koxing et Poxrovsxaya, J. Microb., Epidem., Immunol., 
1944, fase 9, 44. 

(4) Les échantillons de leau d’égout de Clichy sont obtenus grace a 
lamabilite de M. Coin, Chef de Laboratoire au Service du Contréle des 
Eaux de la Ville de Paris. 

(5) Nous utilisons des plaques de gélose préparées depuis deux jours. 
En coulant la gélose, il faut éviter, bien entendu, la formation de bullies 
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Dés le premier essai nous avons obtenu 3 plages. L’enrichissement 
du bactériophage 4 partir de l’une de ces plages, sur la souche T, a 
fourni un bactériophage actif sur cette souche, mais complétement 
inactif sur 4 autres souches de Cl. perfringens type A. Il n’est pas 
actif non plus sur les souches de Cl. histolyticum, Cl. cedematiens, 
Cl. sporogenes et de Vibrion septique. De méme, il n’agit pas sur 
plusieurs aérobies que nous avons essayés. 

Les dimensions des plages du bactériophage perfringens se rappro- 
chent de celles du _ bactériophage Coli-typhique-dysentérique C16. 
Elles ont des contours nettement dessinés, 4 condition que la couche 
de Cl. perfringens soit assez transparente. C’est pourquoi il faut éviter 
Vemploi de la gélose glucosée, car le bactériophage disparait partielle- 
ment ou méme complétement dans la couche épaisse et jaundtre que 
Cl. perfringens donne en présence de glucose ; les rares plages percées 
dans ces conditions ont des contours mal dessinés. 

Pour lenrichissement du baciériophage, on ensemence le bouillon 
Vf non glucosé avec une culture de vingt-quatre heures de Cl. perfrin- 
gens T. Le bactériophage est ajouté en méme temps. Au bout de trois 
i quatre heures environ, la culture est centrifugée, filtrée et conservée 
a la glaciére. 

Résumé. — Un bactériophage actif sur le Cl. perfringens du type A 
est isolé de l’eau d’égout. 


(Service du Bactériophage, Service des Toxines gangréneuses, 
Institut Pasteur.) 


DETERMINATION DU SYMPTOME ENATION 
SUR NICOTIANA TABACUM L. PAR INOCULATION PRECOCE 
D'UNE SOUCHE BANALE DE MOSAIQUE DU TABAC 


par J. CUZIN, P. QUIDET et D. SCHWARTZ, 


Au cours d’une expérimentation effectuée 4 l'Institut de Bergerac 
sur la symptomatologie de la Mosaique du Tabac, nous avons relevé 
avec une fréquence significative la manifestation du symptéme enation 
sur Nicotiana tabacum var. p. 19 Bergerac, lorsque l’inoculation d’une 
souche banale de Mosaique du Tabac (NV,) a été pratiquée & un stade 
tr8s précoce de développement de la plantule (Inoculation de la 
premiére feuille dés qu’elle atteint 2 4 5 mm.). D’accord avec la termi- 
nologie classique, nous désignons par enation, la manifestation, 4 la 
face dorsale des feuilles, d’extrusions d’aspect foliacé, pouvant se 
présenter au minimum comme de simples cordons d’épaississement 
parenchymateux, ou, .au maximum, comme de véritables James 
foliacées ou cupules adventices. - 


dair qui provoqueraient le décollement de la gélose dans le vide. fl est 
préférable pour la méme raison de verser dans les boites la gélose chauffée 


& 100° C pendant vingt minutes. 
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Jusqu’ici, le symptéme ainsi défini, dont la spécificité est evident, 
a toujours été décrit soit comme réponse d’un Héte banal a Vinocu- 
lation d’un Agent-Virus spécialisé (mutant de Ja souche Mosaique, 
Virus autonome, ou complexe défini de Virus), soit comme réponse 
d'un Héte spécial (génotypes spéciaux de Nicotiana) a inoculation 
dun Agent-Virus banal, c’est-a-dire dépourvu de toute spécificité 
préjudicielle dans le sens enation. On retrouve ainsi comme support a 
la spécificité du symptéme une spécificité bien définie, soit de l’Hote, 
soit de !’Agent. 

Or, dans l’expérimentation rapportée ici, nous ne pouvons nous 
référer 3 aucun de ces types de spécificité ; en effet : 

a) Nous excluons toute orientation particulitre de /Héte vers une 
réponse définie dans le sens enation : les sujets utilisés appartiennent 
& une variété fixée, issue d’une série d’auto-fécondations et dont nous 
connaissons les constantes génotypiques grdce 4 |’exploration biomé- 
trique ou clinique de populations numériquement trés importantes. 
Il est vrai que cette régularité générale de comportement ne fournit 
qu’une présomption d’homogénéité en ce qui concerne en particulier 
Ie caractére « syndrome Mosaique », mais nous constatons en fait que 
sur plusieurs milliers d’individus appartenant 4 ce génotype, nous 
n’avons jamais en quelque condition de culture que ce soit, relevé 
en réponse a l’inoculation par la souche Mosaique étudiée que le 
le tableau pathologique classique du green mottle, toutes les fois que 
Vinoculation a été pratiquée a ]’4ge de trois 4 quatre semaines sur une 
feuille moyennement développée (10 cm. de longueur au minimum). 
Nous nous considérons donc comme autorisés 4 considérer ce géno- 
type comme banal au sens défini ci-dessus. 

b) D’autre part, la présence dans notre souche Virus Mosaique d’une 
composante pathogéne spécialisée dans le sens enation, c’est-a-dire un 
défaut dhomogénéité de lAgent-Virus, nous semble également 
improbable pour les raisons que nous résumons ci-dessous en nous 
réservant de les présenter en détail dans d’autres publications : 

1° Origine unique de l’ensemble du stock Virus au départ de 1 cm? 
de limbe foliaire prélevé sur une feuille de Nicotiana tabacum qui 
ne portait que les sympt6émes classiques de la Mosaique. 

2° Fractionnement biologique du stock-Virus avant isolement chi- 
mique par 8 passages de lésion focale de Nicotiana glutinosa 4 Nico- 
tiana tabacum, 

3° Fractionnement chimique par précipitation fractionnée au pH 
isoélectrique. 

4° Vieillissement in vitro de la protéine-Virus isolée sous toluene 
i saturation. 

5° Inoculation sélective par voie mécanique sans _ intervention 
(insectes vecteurs, en excluant au maximum les chances de conta- 
mination accidentelle. 

Un lest clectrophorétique de purelé et d’homogénéité de la protéine- 
Virus sulvi d’un contréle biologique des fractions téte, moyenne et 
queue n’a indiqué aucune hétérogénéilé dans les propriétés particu- 
laires de l’échantillon étudié, ni aucune variabilité dans le syndrome 
provoqué sur Nicotiana tabacum. Ajoutons que si le test biologique 
par expérimentation massale nous a autorisés conclure & l’homogé- 
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néité du génotype P. 19 du point de vue de sa réponse A la Mosaique, 
il doit nous pousser également A conclure 4 la pureté de 1’Agent-Virus 
contaminant. 

Ayant donc exclu la spécificité de 1’Héte aussi bien que de l’Agent, 
nous n’avons d’autre recours que d’assigner la spécificité du symptéme 
enation relevé dans nos expériences a l’état particulier de développe- 
ment du sujet au moment de l’inoculation : il résulterait de 1]’inter- 
vention du Virus 4 un stade précoce de l’ontogénése de VHéte. 

Nous sommes ainsi conduits A envisager, A cété des causes invoquées 
pour rendre compte de la spécificité d’un symptéme qu’on rapporte 
classiquement, soit & l’Héte (Spécificité génotypique), soit a l’Agent 
(Orientation de la pathogénicité d’une souche), la possibilité de la 
détermination de ce symptéme par |’état particulier de développement 
d’un organisme au moment de |’invasion virulente. 

Nous mettons d’autre part en relation ces faits avec les résultats 
obtenus dans |’étude de l’enation génétique, tératome foliaire appa- 
renté a la morphose définie ci-dessus, mais héréditairement transmis 
dans plusieurs lignées de Nicotiana tabacum sans étiologie virologique 
apparente (1), et ot nous retrouvons également une corrélation nette 
avec un trouble de développement localisé 4 un moment précis de 
Vontogénése. 


UNE METHODE DE FRACTIONNEMENT DES SERUMS 
ET CLASSIFICATION DES ANTICORPS 


par G. SANDOR et C. SKROBISZ. 


Si on a recours 4 la dialyse direcle du sérum au licu de dialyser les 
globulines totales obtenues au préalable par les sels neutres 4 concen- 
tration élevée, en quelques heures déja un précipité apparait que l’un 
de nous a appelé euglobuline I (1). Dans les eaux méres, vers pH 5 a 
5,3, un deuxiéme précipité se forme, l’euglobuline IJ, qui est une 
fraction protéidique trés riche en lipides. Les pseudoglobulines, enfin, 
sont obtenues par le sulfate d’ammonium 4a 34 p. 100. 

La majeure partie des anticorps « antibactériens » précipite avec les 
euglobulines, surtout avec l’euglobuline I tandis que les antitoxines 
sont pratiquement exclusivement pseudoglobuliniques. 

La justification des termes « antibactérien » et « antitoxique » se 
base sur des considérations chimiques et immunologiques. Si les élé- 
ments figurés, érythrocytes, bactéries pathogénes ou virus, provoquent 
la formation d’anticorps précipitants, agglutinants, lytiques ou pro- 
tecteurs euglobuliniques pour la plupart, la nature figurée 4 propre- 
ment parler n’est pas 1’élément déterminant. Ainsi un de nous a 


(1) J. L. Cuzin, A. Farpy, D. Scuwarrz, C. R. Ac. Sci., Paris, 1947, 224, 
1379: 

(1) G. Sannor, X® Congrés de Chimie biologique, Li¢ge, octobre 1946. Bul- 
letin de la Société de Chimie biologique, 1947, 29, 164. 
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montré avec Girard (2) que l’anatoxine pesteuse produit des’ anticorps 
en majeure partie euglobuliniques exactement comme le vaccin pesteux 
bacillaire. La nature chimique des antigénes, de méme, n’intervient 
point. Les exotoxines typiques sont protéidiques le plus souvent et 
nous connaissons aujourd’hui l’importance des polyosides dans les 
antigtnes figurés. Mais les antigénes pesteux, indiscutablement de 
nature exclusivement protéidique (8 et 4), donnent naissance, pourtant, 
a des anticorps 4 prédominance euglobuliniques. 

Rappelons que Ando et ses collaborateurs (5) ont abouti a des 
conclusions comparables aux nétres en étudiant les anticorps. Leur 
fraction A, antitoxique et pseudoglobulinique, et leur fraction, B, 
cuglobulinique de type « Felton » et antibactérienne, immunologique- 
ment définies, répondent trés bien A nos définitions. Et de leurs travaux 
nous reievons un complément important en confirmation de nos con- 
clusions. Le bacille dysentérique Shiga, en effet, tout en possédant un 
antigéne polyosidique, provoque la formation d’un anticorps contenu 
dans sa fraction A, c’est-d-dire pseudoglobulinique. 

Il nous semble qu’une distinction, pour le moment immunologique 
uniquement, s’impcese ainsi entre les exotoxines et les soi-disant 
« endotoxines ». Et ious rappelons que l’un de. nous a déja posé cette 
distinction’ il y a une dizaine d’années (6). Le terme endotoxine en 
particulier, est préjudiciable en soi et devrait étre remplacé par 
celni d’ « antigénes bactériens ». Non seulement parce que la toxicité 
de ces derniers est d’une maniére générale incomparablement infé- 
rieure a celle des toxines bactériennes véritables, mais encore parce que, 
comme nous le voyons, leur profil immunologique est fonciérement 
distinct. Intervenant probablement dans le jeu phagocytaire, les « endo- 
toxines » conditionnent la virulence, c’est-i-dire le pouvoir des micro- 
organismes de se développer au sein d’organismes étrangers. Les 
« exotoxines », par contre, sont fonciérement les produits d’excrétion 
des « nécroparasites » (Bail), tels que les bacilles diphtérique, téta- 
nique, botulinique ou gangréneux, dépourvus de virulence A propre- 
ment parler, Du point de vue immunologique, d’ailleurs, fait A remar- 
quer, les premiers résultats obtenus avec J. J. Pérez, paraissent 
prouver que les protéides banaux, ovalbumine ou protéides sériques, se 
comportent comme les exotoxines, Ces derniéres ne seraient donc que 
des antigénes banaux, toxiques par coincidence. 


(Institut Pasteur.) 


(2) G. Grrarp et G. Sannor. C. R. Acad. Sei., 1947, 224, 1078. 
(3) S. Rozanp, J. Hyg., 1910, 40, 536. 


(4) Baxer, Sommer, Foster, Meyer et Meyer, Proc. Soc, exp. Biol. Med. 
1947, 64, 139, 


(5) Anvo, J. Immunol., 1937, 32, 83 ; 1938, 33, 27; 34, 295. 
(6) G. Sanvor, Antigénes des microbes pathogénes. Paris, Doin, 1935, 
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DISTRIBUTION DES ANTITOXINES DIPHTERIQUE 
ET TETANIQUE PARMI LES DIVERSES FRACTIONS 
PROTEIDIQUES DU SERUM 


par G. SANDOR, P. LEMETAYER et NICOL. 


Une confusion malencontreuse dans 1l’emploi des termes fait que les 
travaux sur ce sujet ont abouti 4 des résultats contradictoires. La plu- 
part des auteurs ont utilisé, en effet, et la méthode de dialyse et celle 
de fractionnement par les sels neutres pour désigner des fractions 
euglobuliniques et pseudoglobuliniques. Seul Hewitt (1) mentionne en 
passant que les euglobulines « de dialyse » sont dépourvues d’activité 
antidiphtérique. Or, il est certain, et nous avons pu vérifier ce fait, que 
les euglobulines de précipitation saline (sulfate d’ammonium au tiers 


Activité antitoxique des diverses fractions protéidiques 
du sérum de cheval 


ACTIVITE PROTEIDES ACTIVITE 
en unités p- 1.000 totale p. 100 


1° Sérums antitétaniques : 


A. Sérum n° 7: 


Honumi de;depanrk: tse. s sw eae 1.300 
Esto buiine yl stn en. ee ewan es 2 ibe) 0,2 
Euelobuliney ler. -e aeere eee 8 Se 0,6 
Pseudoglohbulines:) 9.92 2 2. =. 4.000 50 80 
B. Sérum n° 2: 
Scromedeidépartyeg. ses 2.100 
Buclobullimeyls ce v.05 a) se 415 4 4 
Huglobulimerliy ep eae oes) ue 20 2,8 4 
Pseudogiobulines’. ) 2. 2 2 3%... 1.750 43 82 
2° Sérums antidiphtériques 
A. Sérum n° 1: 
Sérumedendépart <9. 2. «a 700 
Huclopwlime tere. wire. ste 6h. 45 3 2 
Buclobuline les ecaeomen chat = 7 2 4 
Pseudoglobulines. .......+:- 600 50 86 
B. Sérum ne 2: 
Sérum-de départ'... 9.2 22. =: 200 
Buclobuline die -eioe> cates: —~2 1,6 4 
Buglobulime [iy ie 2 oy ie ye ~T 5,0 4 
Pseudoglobulines. .......-. 200 46 —~ 100 


(1) Hewitt, Biochem. J., 1938, 32, 26. 
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de saturation ou sulfate de sodium anhydre A 14 p. 100) entrainent, 
par contre, toujours des proportions notables de l’activité antitoxique. 

Aussi il nous a paru intéressant de contrdler par la méthode de 
dialyse directe du sérum que l’un de nous a mise au point (2), la 
distribution de l’activité antitoxique parmi les diverses fractions 
sériques ainsi définies. ‘ 

Les sérums de chevaux antitétanique et antidiphtérique ont été 
dialysés contre l’eau distillée a la glaciére pendant trois jours. Le préci- 
pité ainsi obtenu est appelé par nous euglobuline I. Puis dans les eaux- 
méres diituées au 1/5 un deuxiéme précipité cst obtenu vers pH 5 
’ 5,8 par l’acide acétique dilué (0,1 cm® environ d’acide acétique N/40 
par centimétre cube de diluat). Ce précipité est appelé euglobuline II. 
Les pseudoglobulines, enfin, sont obtenues par le sulfate d’ammonium 
a 34 p. 100. 

Les activités antitoxiques furent titrées in vivo sur le cobaye. 

Les résultats obtenus sont consignés sur le tableau précédent. Nous 
voyons que l’euglobuline I ne contient que 1 p. 100 en moyenne de 
V’activité antitoxique totale et celle de l’euglobuline UH atteint rarement 
3 p. 100. Il est A remarquer aA ce sujet que le précipité de leuglo- 
buline I a été lavé avec de l’eau distillée tandis que lVeuglobuline II a 
été dissoute avec les eaux-méres pseudoglobuliniques emprisonnées. 
Nous pouvons en conclure que l’activité antitoxique des euglobulincs 
est attribuable & des impuretés pseudoglobuliniques entrainées par 
adsorption ou d’une autre maniére. 


(Institut Pasteur.) 


PRESENCE DE CLOSTRIDIUM CORALLINUM P. ET R. 
AU SENEGAL 


par A. R. PREVOT et R. SANSONNENS. 


Au cours d’une prospection bactériologique des sols de lA. O. F., 
l'un de nous a observé l’existence de zones stériles, de forme et de 
taille trés irréguliéres, situées de facon inattendue au milieu de 
savanes exltrémement fertiles. Aucune explication n’est possible actuel- 
lement de ce phénoméne, trés redouté des planteurs, car l’extension 
parfois rapide de ces zones rend inutilisables d’immenses étenducs 
destinées a la culture. 

Un échantillon de terre prélevé dans l’une de ces zones située i 
M’Bao, dans une savane trés fertile de la ferme d’élevage de 1’Institut 
Pasteur de Dakar, a pu étre étudié bactériologiquement, comparali- 
vement avec un échantillon prélevé dans la partie encore fertile de la 
savane 4 Imperata cylindrica contigué. Il s’agit de terreau noir, léger, 


mc) G. Sannor, Xe Conerés de Chimie biologique, Liége, octobre 1946 
in Bull, Soe, Chimie Biol. 1947, 29, 164. 
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sableux, bien irrigué, qui, aprés défrichement, donne des cultures 
abondantes de palmiers, de manguiers,. de bananiers, d’ignames et 
toutes plantes vivriéres tropicales. Mais si cette zone stérile est 
dépourvue de toute végétation supérieure la densité )hactérienne s’est 
montrée exacltement ja méme que dans la zone témoin. Ainsi dans 
Véchantillon A 59 de la zone stérile nous avons isolé de nombreux 
B. subtilis et deux anaérobies : Clostridium sporogenes et Clostridium 
corallinum (1), alors que dans la zone fertile 4 50 m. de 1a, 1’échan- 
tillon A 60 a fourni également de nombreux B. subiilis et un anaé- 
Tobie : Cl. corallinum. 

Ayant trouvé deux souches de Cl. corallinum, l’une dans la zone 
stérile, ]’aulre dans la zone fertile, cette espéce ne peut étre accusée de 
jouer le moindre réle dans la stérilité-de la premiére et la raison de 
cette stérilité doit ¢tre recherchée ailleurs. 

Mais la présence de Cl. corallinum en Afrique constitue un fait 
nouveau et intéressant concernant l’écologie de cette espéce, qui 
Jusqu’ici n’avait été trouvée que dans la région parisienne (poussiére 
d’une rue de Paris et boue du lac du Bois de Boulogne). Ces deux 
souches différent d’ailleurs entre elles et différent de l’espéce-type. Le 
tableau ci-dessous résume ces différences. 


soucnE TAR 
(Parisienne) 


Colonies ouatées et ar- 
borescentes rarement 
lenticulaires, trés co- 
lorées en rouge corail. 


Gélose profonde. 


Coagulé, trés lentement 


Lait. digéré (un an). 
Hie Nombreux glucides ac 
Glucides. tivement fermentés. 


soucuE A 59 
zone stérile Sénégal 


Colonies ouatées de gran- 
de taille peu colorées 
en rose violacé. 


Coagulé, digéré en un 
mois. 


A peine fermentés. 


Formo-acéto-butyrique 


‘ype fermentaire. + alcool et acétone. 


Formo-butyro-lactique 
+ alcool et acétone. 


soucng A 60 
zone fertile Sénégal 


Colonies lenticulaires tres 
colorées en rouge vio- 
lacé, rarement ouatées 
moins colorées. 


Coagulé, digéré en dix 
jours. 


Aucun glucide fermenté. 


Acéto-isobutyro-lactique 
+ acétone. 


Réduits en nitrites en 


Nitrates. Vabsence de glucose. 
Au 1/500 par le sérum 
Agglutination. homologue anti T1R. 


Non réduits en nitrites. 


Non agglutiné par sérum 


anti TIR. 


Non réduits en nitrites. 


Non agglutiné par sérum 
~ anti TIR. 


Etant donné que ces différences (sauf les deux derniéres : nitrates et 


agglutination) sont surtout d’ordre quantitatif nous estimons que ces 
souches représentent deux variétés de l’espéce-type que nous dési- 


(1) A. R. Privor et M. Raynaup. Ces Annales, 1944, 70, 182 et 185 ; id., 1947, 
73, 65 et 93; C. R. Ac. Sc., 1946, 222, 1531; C. R. Soc. Biol., 1946, 140, 350. 
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gnerons la premiére sous le nom de Gl. corallinum var. durieuzi,, la 
seconde sous le nom de Cl. corallinum var. joncherei (2). 

Le pouvoir pectinolytique de ces deux variétés nouvelles n’a pas pu 
étre recherché, car aucune des méthodes actuellement connues ne 
permet de faire une telle étude. Toutes sont entachées de possibilités 
d’erreurs. Avec M. Raynaud, G. Cohen et B. Nismann nous r herchons 
une méthode d’analyse quantitative de ce pouvoir pectinolytique qui soit 
exempte d’erreur. Les résultats de ces recherches seront publiés 
ultérieurement. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies, 
et Institut Intercolonial de Recherches scientifiques.) 


ISOLEMENT A PARIS D'UNE SOUCHE DU VIRUS 
DE LA LEUCOPENIE INFECTIEUSE DU CHAT 


par V. PAVILANIS. 


La leacopénie infectieuse du chat a été observée aux Etats-Unis, au 
Canada et en Allemagne, tant chez des animaux en liberté que chez des 
chats élevés au laboratoire. En France, a Paris, dés 1948, P. Lépine et 
V. Sautter (1) avaient observé des cas spontanés de cette maladie prouvés 
par l’existence de lésions médullaires histologiques caractéristiques. En 
1946, & Lyon, Brion et Bertrand (2) isolérent le virus 4 partir d’un chat 
agé de six mois et réalistrent des passages en série. Enfin, ils confir- 
mérent sa filtrabilité. 

Nous avons entrepris l’étude de cette souche que nous a aimablement 
envoyée M. Brion, et nous avons tout de suite été frappé du grand 
nombre de chats résistant spontanément 4 des inoculations massives du 
virus. Ceci nous a permis de supposer que la maladie existait 4 l'état 
latent dans la région parisienne d’ot proviennent tous nos animaux. 
Cette hypothése a été confirmée lorsque, au cours des années 1946 et 
1947 nous avons examiné plus de 100 chats, dont 30 p. 100 étaient natu- 
rellement immuns et qu’d partir de l’un d’eux nous avons isolé la 
deuxiéme souche francaise de leucopénie infectieuse du chat. 

Nous avons recu le chat 102, le 23 avril 1947. Cet animal, 4gé d’un 
mois et demi, arrivé au laboratoire apparemment en bonne santé, présen- 
tait ce méme jour une hyperthermie atteignant 40°2 et une leucopénie 
notable. Le lendemain matin, n’ayant pas mangé, il parait triste, son 
poil est hérissé et sale, il est atteint de diarrhée, la température s’est 


(2) Respectivement dédiées au Médecin-général Durieux, Directeur de 
l'Institut Pasteur de Dakar, et au Médecin-colonel Jonchére, sous-directeur, 
dont Taide amicale nous a permis de faire cette recherche, et A qui nous 
adressons nos trés vifs remerciements. 

(1) C. Levanit1, P. Lipine et J. Verce, Les ultravirus des maladies animales, 
Maloine, Paris, 1943, 913. 


(2) A. Brion et M. Berrranp, Bull. Acad. vélér. France, 1946, 19, 22. 
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abaissée & 88°. Sept heures plus tard, le chat est agonisant en hypo- 
thermie. Pendant les trente-six heures qu’il a vécu au laboratoire, nous 
avons pratiqué 3 examens hématologiques (V. Tableau I). 


TABLEAU I. 
” balimnieeiieieeniemaneeisensmenineses ees tee ee 
DATES 


ore A 24 avril 1947 | 24 avril 1947 
23 janvier 1947 taatic lays 


Numération globulaire : 


Nombre de leucocytes par milli- 
métre cube: er .ewewewie ss) eae 1.400 600 100 


Formule leucocytaire pour 100 éléments : 


Polynucléaires : 
INemtrophilesnss0.m. Meier os 9 2 
HGSIMOPWeSog wr woul et st 44 9 2 
Basopmileste se ease ns. a 4 
Monocytes 24) 400004 BERS fas 4 5 
Pym pPOCyles) « Giese. a= 2 o- da 89 76 40 
RromyelOCvles ee. jar ayes 1 
Histiocytes ©. i “ase meevas kenbens 4 50 


L’animal est sacrifié, agonisant, le 24 au soir (chloroforme). A 
Vautopsie on note une congestion intense de l’intestin gréle, de l’hyper- 
plasie des plaques de Peyer, les ganglions lymphatiques mésentériques 
sont hypertrophiés. La moeile osseuse a |’aspect d’une gelée sanglante, 
semi-fluide. 

L’examen histologique des organes a révélé la présence des lésions 
typiques de la leucopénie des chats : il est possible de noter une dégéné- 
rescence de 1’épithélium intestinal et des foyers de nécrose superficielle 
de sa muqueuse, sans infiltration. Dans les noyaux des cellules épithé- 
Viales il y a des inclusions acidophiles rappelant en tous points celles 
décrites par Hammon et Enders et étudiées par Lucas et Rieser (8). 

Ces inclusions intranucléaires étant considérées comme spécifiques de 
la maladie, nous les avons étudiées plus complétement. Elles se voient 
dans l’intestin au niveau de 1’épithélium et dans les plaques de Peyer, 
dans la moelle osseuse, dans les ganglions lymphatiques, enfin dans la 
Tate. 

Nous avons choisi comme type de description celles des inclusions 
situées au niveau de la muqueuse intestinale. Rappelons que les inclu- 
sions observées dans d’autres organes offrent avec celles-ci une grande 
similitude. 

Dans la coupe de la muqueuse intestinale, colorée par |’hématéine- 
éosine, on voit quelques noyaux de cellules épithéliales qui ont doublé 


(3) A. M. Lucas et W. A. Rigser. Am. J. Path. a. Bacti, 1945, 24, 435. 


4048 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


ou gquadruplé de volume. Le fin réseau de basicliromatine du noyau 
de ces cellules est légérement modifié, il parait’ encore plus ténu que 
d’habitude. Le nucléole qui, parfois, a été chassé prés de la paroi du 
noyau garde son aspect habituel. En plus de ces formations nucléaires 
normales, on observe de trés fines granulations colorées en rouge clair 


Fic. 4. — Inclusion acidophile intranucléairc. 
Cellule épithéliale de la muqueuse intestinalc. 


Fic. 2. — Inclusion acidophile intranucléaire. 
Cellule appartenant & un centre germinatif de la rate. 


qui sont irréguliérement dispersées dans tout le noyau. L’aspect de ces 
inclusions acidophiles varie d’une cellule A l’autre, parfois elles sont 
plus condensées : autour d’elles on distingue un fin halo clair. D’autres 
fois, les granulations forment une masse presque compacte, le halo 
blanc étant plus marqué. Quelquefois le nucléole est au centre du 
noyau et les inclusions qui l’entourent sont disposées en fer 4 cheval. 
Enfin, le volume des inclusions augmentant, elles occupent tout le 
noyau, le nucléole est chassé 4 la périphérie et dans ce cas-la, la basi- 
chromatine est accolée contre la membrane cellulaire. 

Les autres organes du chat 102 sont anatomo-pathologiquement aussi 
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typiques que l’intestin. La moelle osseuse est cedématiée et ne présente 
plus que des ilots d’éléments hématopoiétiques dont les polynucléaires 
neutrophiles adultes et les cellules géantes ont presque complétement 
disparu. Le tissu réticulaire de la rate, ainsi que les centres germi- 
natifs de cet organe, sont hyperplasiés. Les ganglions lymphatiques 
mésentériques sont atteints d’hyperplasie folliculaire avec desqua- 
mation des cellules des sinus qui sont atteints d’coedéme. Le foie, la 
capsule surrénale sont normaux. 

Désirant nous assurer de la virulence des organes de ce chat, nous 
avons prélevé stérilement son foie qui, broyé et suspendu dans de 
Y’eau physiologique, est inoculé au chat 99 4gé de deux mois et demi. 
L’observation de ce premier passage est résumée dans le tableau II. 


Tasieau II. 
JOUR DE MALADIE 


Avant 


: a Qe j ej 
inoculation Jour 3 jour 


Température . 


Numeération globulaire 


Nombre de leucocytes ; 
par millimétre cube.| 42.100 32.700 15.300 6.100 | 5.000 


Formule leucocytaire pour 100 éléments : 


Polynucléaires : 


Neutrophiles. . 83 we 
Eosinophiles. . . 5 At 
Basophiles. . . . 
Monocytes 3 
Lymphocytes... . f 5 
Myéloblastes ... . 
Myélocytes al 
Métamyélocytes. . . 9 


Le chat est sacrifié le sixitme jour aprés l’inoculation. L’autopsie 
révéle de la congestion de l’intestin gréle et la moelle usseuse du fémur 
n’est plus qu’une masse rosdtre. A l’examer histologique, nous avons 
trouvé une légére dégénérescence des cellules épithéliales de la 
muqueuse de l’intestin et un grand nombre d’inclusions dans les 
éléments des plaques de Peyer. La moelle osseuse présente un tissu 
trés vacuolisé. On ne voit que de rares groupes de cellules hémato- 
poiétiques. Dans la rate, il y a une réaction des centres germinatifs et 
des inclusions sont présentes, non seulement dans ces centres, mais 
aussi dans les noyaux des cellules du réticulum. Les ganglions lympha- 
tiques montrent une desquamation et un cedéme des sinus avec 
inclusions typiques dans les centres des follicules. Le foie et les capsules 
surrénales sont normaux. 


Annales de U'Institut Pasteur, t. 73, n° 10, 1947. 68 


4050 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Ces lésions rappellent en tous points celles observées sur notre 
chat 102 qui fut atteint de la maladie naturelle. 

Un deuxiéme passage a été réalisé sur le chat 106. Son observation 
est résumée dans le tableau III. 


Tasieav III. 


JOUR DE MALADIE 


qQ 
BD Meaty S " : 
Temperatures. eee ee. 38,5 38,9 39,5 Bis: 39 39,2 
Numération globulatre : 
Nombre de leucocytes par ea : | | | | | 
limeétre; cube ges 20.000 | 24.500 | 24.000 | 10.500 | 10.400 | 2.100 


Formule leucocytaire pour 100 éléments : 


Polynucléaires : | 
Neutropiilesa.m. 9-1 asters 4h Tk 90 85 81 25 
Hosinophiles) ~ 7) se: aeve 4 4 3 3 2 2 
BasOphiles: . varia ae 4 4 
MOnOcy.tes\:.0-) = eae & Wes 4 4 4 2 
Lymphocytes? yo eae v4 22 6 8 43 67 
Métamyélocytes ..... é 3 2 2 3 4 


Actuellement, nous avons réalisé 4 passages successifs de chat a chat. 
Titrée lors du 2° passage, la rate s’est montrée virulente jusqu’d une 
dilution de 10—+. Le virus résiste 4 la glaciére 4 + 4° pendant au moins 
cing jours. I] est conservé par congélation 4 — 24° pendant un laps de 
temps plus long. 

Jusqu’i maintenant, nous n’avons pas observé de guérison des 
animaux ayant fait une maladie contrélée hématologiquement. 


Discussion. — Les symptémes de la maladie, l’hématologie, et 
Vanatomvu-pathologie prouvent l’identité de la maladie que nous avons 
observée et de celles décrites par Lawrence et Syverton (4), Hammon 
et Enders (5), Kikuth, Génnert et Schweikert (6), et A Lyon, par Brion 
et Bertrand. De plus, nous pouvons comparer notre souche pari- 
sienne et la souche lyonnaise que nous avons eu l’occasion d’étudier. 
Avec la souche parisienne, les animaux meurent entre le septiéme et le 
huitiéme jour et tous les chats inoculés succombent ; avec la souche 
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lyonnaise, la mort survient entre le neuviéme et le dixiéme jour. La 
mortalité n’est que de 72 p. 100. 

_ Les lésions anatomiques et histologiques provoquées par notre souche 
sont plus intenses et les inclusions acidophiles intranucléaires plus 
fréquentes qu’avec la souche de Lyon. 


Conciusion. — Nous avons isolé une souche de virus de la leucopénie 
du chat a partir d’un chaton provenant de la région parisienne sponta- 
nément infecté. Nous avons pratiqué 4 passages au cours desquels nous 
avons étudié quelques-uns des caractéres de cette souche. 

Cette observation, jointe & la constatation de l’existence d’un grand 
nombre de chats naturellement résistants, prouve que la leucopénie 
infectieuse des chats est endémique dans le bassin parisien. 


(Institut Pasteur. Service des Virus.) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Fiévres récurrentes transmises a la fois par ornithodores et 
par poux, par M. Battazarp, M. Banmanyar et C. Moonirt. 


Etudes d’épidémiologie statistique de la mosaique du tabac. — 
II. Essai d’analyse causale du taux d’endémie, par J. Cuzin 
et D. ScHWARTZz. 


Inactivation de bactériophages par des radiations de grandes 
longueurs d’onde (3.400-6.000 A), par R. Wau et R. Lararser. 


Recherches sur la spécificité des anticorps antiprotéidiques 
des sérums antibacilles tuberculeux du type bovin lisse. 
Réactions spécifiques du type bovin et réactions croisées 
avec les protéides du type humain, par W. Scuarrer. 
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